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OZET

SINIR REJENERASYONUNDA SARTLANDIRMA HASARI ETKISI VE
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

KAVAL OGUZ, Elif
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Giirkan OZTURK
Mart 2009, 187 sayfa

Periferik bir sinir bir kez hasarlandiktan sonra, ayni sinirin ikinci kez
hasarlanmasiyla akson rejenerasyonunda bir artis meydana gelir. Bu artisa sebep olan
oncii hasar ‘sartlandirma hasar1’ adin1 alir. Rejenerasyon kapasitesini arttirdigi bilinen
bu etkinin olusmasinda sitokin ailesi iiyesi olan 16semi inhibe edici faktoriin (LIF) de rol
oynadig1 bilinmektedir. Saglam sinir hiicrelerinde heniiz tespit edilememis olan LIF
mRNA’smin gen ifadesi, aksotomiyi takiben hasar bolgesindeki néron dis1 hiicrelerde
artar ve arka kok ganglion hiicrelerine 24 saat i¢inde retrograd olarak taginir. Bu giine
kadar yapilan ¢alismalarda bu etkinin arastirilmasi i¢in etkin bir in vitro model
gelistirilememistir. Bu calisma, ndronlarin tamamen in vitro ortamda sartlanmasini
saglayacak bir model gelistirerek fare arka kok ganglion hiicrelerinde sartlandirma
hasar1 etkisiyle LIF’in iligkisi arastirilmistir.

Bu ¢alismada fare arka kok ganglionlar ayristirilarak hiicre kiiltiirleri yapildi ve
bu hiicrelerin in vitro ortamda sartlanmalar1 saglandi. Bu yontemin etkinligi bir seri
deneyle test edildi. Ayrica sartlanma hasar1 etkisiyle akson uzamasinin degismesi,
kontrol grubu néronlarla in vitro sartlanan noronlarin akson rejenerasyon hizlari
Olciilerek arastirildi. Sartlandirma hasari etkisiyle LIF’in iliskisi ise siyatik sinir kesisi
ve faktor uygulamasi sonrasi fare arka kok ganglion kesitlerinde ve primer duyu néron
kiiltiirlerinde LIF ve LIF reseptdr immunohistokimyasi yapilarak arastirilda.

Calismanin  sonucunda; in vitro olarak sartlanan noronlarin  kontrol
kiiltiirlerindekine gore ¢ok daha hizli bir akson rejenerasyonu gosterdigi ve gelistirilen

in vitro sartlanma modelinin sartlandirma hasar1 etkisinin aydinlatilmasinda oldukca



etkin bir teknik oldugu gosterildi. Bu caligma literatiirde ilk defa olarak arka kok
ganglion noronlarinda periferik sinir hasarina bagli artmis bir LIF ve LIF reseptor

tiretimini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Sartlandirma hasari, Arka kok ganglionu, Losemi inhibe edici

faktor
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ABSTRACT

SEARCHING OF CONDITIONING LESION EFFECT AND ITS MECHANISM
IN NERVE REGENERATION

KAVAL OGUZ, Elif
PhD Thesis, Biology Science
Supervisor: Asoss. Prof.Dr. Giirkan OZTURK
March 2009, 187 pages

There is an increased axonal regeneration after a peripheral nerve is injured if it
sustains an earlier prior injury. The first injury causing this is called a conditioning
lesion. It is known that leukemia inhibitory factor (LIF), a member of cytokine family,
plays role in this effect that increases the regenerative capacity. The expression of LIF
mRNA, which has not been demonstrated in intact neurons, is upregulated in non-
neuronal cells at the site of injury and retrogradely transported to the dorsal root
ganglion neurons within 24 hours following an injury. No effective in vitro model has
been developed so far for investigation of this effect. This study has been conducted to
develop a model to condition neurons in vitro and the relation of LIF with conditioning
lesion effect in mouse dorsal root ganglion neurons is searched.

In this study, cell cultures were set up by dissociation of mouse dorsal root
ganglia and the cells were incubated to provide in vitro conditioning. The activity of the
method is tested with a series of experiments. Besides that the change in the axonal
growth due to conditioning effect was quantified by comparing axonal regeneration
rates of neurons conditioned in vitro to those of control group neurons. The relation of
LIF with conditioning lesion effect is investigated by LIF and LIF receptor
immunohistochemistry that was performed in the sections of mouse dorsal root ganglia
and cultures of primary sensory neurons in control preparations, after sciatic nerve cut
or application of factors.

In conclusion, it has been shown that in vitro conditioned neurons had a higher

rate of axonal regeneration and the in vitro conditioning model developed is a very

il



effective technique to elucidate the mechanism of conditioning effect. This study has
shown, for the first time in the literature, an upregulated LIF and LIF receptor

expression in dorsal root ganglion neurons due to peripheral nerve injury.

Keywords: Conditioning lesion, Dorsal root ganglion, Leukemia inhibitory factor.
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ON SOz

Sinir sistemi, canlimin i¢ ve dis ortaminda siirekli olarak meydana gelen
degisiklikleri izleyerek bunlara cevap vermesini saglayan, organ ve organ sistemlerinin
kusursuz bir sekilde calismasini kontrol eden sistemdir. Periferik (¢evresel) ve merkezi
olmak tizere iki kisma ayrilan sinir sistemi milyarlarca sinir hiicresinden olusur. Bir
canlida herhangi bir hasarin ardindan meydana gelen doku ve hiicre kaybinin giderilerek
yeni dokunun olugmasi ‘rejenerasyon’ adini alir. Bu rejenerasyon merkezi sinir
sisteminde yok denecek kadar az iken, periferik sinir sisteminde tam iyilesmeyi
saglayacak kadar etkili olabilir. Sinir sisteminde gergeklesen rejenerasyon sonucunda
norogenez yani yeni sinir hiicresi olusumu neredeyse hi¢ goézlenmezken hasar goren
aksonlarin tekrar uzayarak hedef doku ve hiicrelerle baglantilar1 yeniden saglanabilir.

Noronlar farkli sekillerde herhangi bir hasara ugradiklarinda genellikle sonraki
aksonal rejenerasyon i¢in hazirlanirlar. Eger bu noronlarin aksonlari ilk “sartlandirma
hasarimin (conditioning lesion)” genellikle proksimalinde ikinci bir “test hasarina” daha
maruz kalirlarsa sartlandirma hasarina ugramayan noronlarla karsilastirildiginda daha
fazla rejenere olduklar1 gozlenir. Bu artan rejenerasyon fenomeni, “sartlandirma hasari
etkisi” olarak adlandirilir. Sartlandirma etkisi mekanizmasi tam olarak agiklanamamis
olup, hala iizerinde calisan pek ¢ok arastirmaci bulunmaktadir. Bu etkinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi, hem periferik hem de merkezi sinir sisteminin
rejenerasyon kapasitesinin arttirilmasinda yeni miidahale tekniklerinin gelistirilmesine
katkida bulunabilir.

Bu etkiyi arastirmak amaciyla bugiline kadar yapilan ¢alismalar, periferik bir
sinire in vivo ortamda uygulanan sartlandirma hasarinin ardindan yapilan in vitro
arastirmalart igermektedir. Bu calismada ise yeni ve tamamen in vitro kosullarda
sartlandirma hasar1 calismas1 gergeklestirildi. Ilk kez basariyla gerceklestirilen bu in
vitro sartlandirma modeli ile in vitro ortama miidahale etme sansinin yani sira sartlanma
sonrasinda noronlarin rejenerasyon davramiglart da gozlenebildi. Bu gozlemler
sonucunda yine ilk kez bu ¢aligmada yapilan rejenerasyon hiz ve aktivite analizleriyle,
bu etkinin mekanizmasi etkin bir sekilde degerlendirilebildi. Tez ¢alismamda; her

konuda giivenini, destegini ve bilgisini esirgemeyen, degerli hocam Dog. Dr. Giirkan



OZTURK e, beni bu alanda calismaya tesvik eden sevgili hocam Prof. Dr. Giiler
UNAL’a, laboratuar ¢aligmalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen degerli hocalarim
Yrd. Do¢. Dr. Nurettin CENGiZ’e, Do¢. Dr. Ender ERDOGAN’a, laboratuar
caligmalarim1  eksilmeyen neseleriyle eglenceli hale getiren arkadaglarim Elgin
YENIDUNYA’ya, Nese AYSIT’e, her zaman destek, giiven ve sabirlarmi eksik
etmeyen aileme, esim Ahmet Regaib OGUZ’a ve biricik kizim Berra Zeynep’e
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Elif KAVAL OGUZ
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ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.23. Sartlanmamis siyatik pargalariyla birlikte kokiiltiirii yapilan

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sartli siyatik pargalariyla kokiiltiiri ve ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

Sartl siyatik pargalariyla kokiiltiiri ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamis noronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sartli siyatik pargalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamig néronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
Sartlanmamus siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri
yapilan sartlanmamis noéronlarin rejenerasyon hizi  grafigi
rejenerasyon hizi grafigi.

Sartlanmamug siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri
yapilan sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
Sartlanmamus siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri
yapilan sartlanmamis néronlarin her 8 saatte bir alinan gortintiileri.
In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan
ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan
noéronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan
ndronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan néronlarin
rejenerasyon hizi grafigi.

Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan ndronlarin

rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.35. Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan ndronlarin
her 8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.36. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarm
rejenerasyon hizi grafigi.

Sekil 4.37. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.38. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarm her 8
saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.39. Tiim arka kok ganglionlarinin LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarmin rejenerasyon hizi
grafigi.

Sekil 4.40. Tiim arka kok ganglionlarinin LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlarinin rejenerasyon aktivitesi
grafigi.

Sekil 4.41. Tiim arka kok ganglionlarinin LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarinin her 8 saatte bir alinan
goriintiileri.

Sekil 4.42. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci
aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

Sekil 4.43. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci
aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.44. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci
aksotomisi yapilan noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.45. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamis noronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

Sekil 4.46. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.47. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamis noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.48. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin

rejenerasyon hizi grafigi.

XVi

68

69

69

70

71

71

72

73

73

74

75

75

76

77



Sekil 4.49. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin
rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.50. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlar her
8 saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.51. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan
ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

Sekil 4.52 Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan
noéronlarin ayristirilan ndronlarinin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

Sekil 4.53. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan
noronlarin her 8§ saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.54. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sarthh ndéronlarin
rejenerasyon hizi grafigi.

Sekil 4.55. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sartli ndronlarin
rejenerasyon aktivitesi grafigi .

Sekil 4.56. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sartli néronlarin her 8
saatte bir alinan goriintiileri.

Sekil 4.57. Tim arka kok ganglionlarinin anti-LIF ile in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlarinin rejenerasyon aktivitesi
grafigi.

Sekil 4.58. Tim arka kok ganglionlarinin anti-LIF ile in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarinin rejenerasyon aktivitesi
grafigi.

Sekil 4.59. Tiim arka kok ganglionlarinin anti-LIF ile in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarinin her 8 saatte bir alinan
gortintiileri.

Sekil 4.60. Kontrol grubu hiicrelerle in vivo ortamda sartlanan noéronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmal grafigi.

Sekil 4.61. Kontrol grubu hiicrelerle in vivo ortamda sartlanan noéronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.62. Kontrol grubu ndronlar ile in vitro ortamda sartlanan néronlarin

rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmal grafigi.
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Sekil 4.63. Kontrol grubu ndronlar ile in vitro ortamda sartlanan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.64. Kontrol grubu noéronlar ile sartlanmamis siyatik parcalariyla
kokiiltiirii  yapilan  ndronlarin  rejenerasyon  hizlarmin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.65. Kontrol grubu noéronlar ile sartlanmamis siyatik parcalariyla
kokiiltiirii  yapilan ndéronlarin  rejenerasyon  aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.66. Kontrol grubu noronlar ile sarth siyatik sinir pargalar ile kokiiltiirii
yapilan  sartlanmamig  néronlarin  rejenerasyon  hizlarinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.67. Kontrol grubu noronlar ile sartli siyatik sinir pargalari ile kokiiltiirii
yapilan sartlanmamis noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.68. Sartlanmis siyatik pargalariyla kokiiltiirii yapilan ndronlar ile
sartlanmamis siyatik pargalariyla kokiiltiirii yapilan noronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.69. Sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltliri yapilan noronlar ile
sartlanmamis siyatik parcalartyla kokiiltiirii yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.70. Kontrol grubu noronlar ile arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda
biitin  olarak sartlandiktan sonra ayristirilan  ndronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmal grafigi.

Sekil 4.71. Kontrol grubu noronlar ile arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda
biitin  olarak sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.72. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla in vitro ortamda sartlanan
noéronlarin rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.73. In vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro ortamda sartlanan

ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.
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Sekil 4.74. In vivo ortamda sartlanan néronlarla arka kok ganglionlar: in vitro
ortamda biitlin olarak sartlandiktan sonra ayristirtlan noéronlarin
rejenerasyon hizinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.75. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla arka kék ganglionlari in vitro
ortamda biitlin olarak sartlandiktan sonra ayristirilan noéronlarin
rejenerasyon aktivitesinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.76. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla in vitro sartlandiktan sonra
aksotomiye ugrayan noronlarin rejenerasyon hizinin karsilastirmali
grafigi.

Sekil 4.77. In vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro sartlandiktan sonra
aksotomiye wugrayan ndronlarin rejenerasyon aktivitesinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.78. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmis siyatik parcalariyla
kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.79. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmus siyatik parcalariyla
kokiiltiiri ve aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon
aktivitesinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.80. In vivo ortamda sartlanan noronlarla sartlanmanmis siyatik
parcalariyla  kokiltiirii  ve aksotomisi yapilan ndronlarin
rejenerasyon hizinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.81. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmans siyatik
parcalariyla  kokdiltiirii  ve aksotomisi yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitesinin karsilastirmal grafigi.

Sekil 4.82. in vivo ortamda sartlanan ndronlarla sartlandiktan sonra tripsinle
ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.83. in vivo ortamda sartlanan ndronlarla sartlandiktan sonra tripsinle
ikinci aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitesinin

karsilagtirmali grafigi.
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Sekil 4.84. In vitro sartlanan noronlarla in vitro sartlanma sirasinda LIF
takviyesi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali
grafigi.

Sekil 4.85. In vitro olarak sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda LIF
takviyesi  yapilan  noronlarin  rejenerasyon  aktivitesinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.86. in vitro ortamda sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda
anti-LIF ile muamele edilen noronlarin rejenerasyon hizlarinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.87. In vitro ortamda sartlanan ndronlarla in vitro sartlanma sirasinda
anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.88. in vitro sartlanan noronlarla siirekli olarak anti LIF uygulanan in
vitro sartli ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi

Sekil 4.89. In vitro sartlanan ndronlarla siirekli olarak anti LIF uygulanan in
vitro sartli noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali
grafigi.

Sekil 4.90. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarla in vitro
sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlarin
rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.91. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan noronlarla in vitro
sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.92. in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlarla
sirekli olarak anti LIF uygulanan néronlarin rejenerasyon
hizlarinin karsilastirmalr grafigi.

Sekil 4.93. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlarla
sirekli olarak anti LIF uygulanan néronlarin rejenerasyon
aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.94. Sarth siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis
ndronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan

noéronlarin rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.
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Sekil 4.95.

Sekil 4.96.

Sekil 4.97.

Sekil 4.98.

Sekil 4.99.

Sartli siyatik sinir pargalariyla kokiiltlirii yapilan sartlanmamis
ndronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan
noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sartli siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamais
noronlar ile In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele
edilen ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi.
Sartli siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamais
noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele
edilen noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali
grafigi.

Sartlanmamis siyatik sinir parcgalariyla kokiiltiirii yapilan
sartlanmamis noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF
takviyesi yapilan néronlarin hizlarinin karsilastirmali grafigi.

Sartlanmamig siyatik sinir pargalariyla kokiiltlirii yapilan
sartlanmamis noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF
takviyesi  yapilan noronlarin  rejenerasyon  aktivitelerinin

karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.100. Sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan

sartlanmamig ndronlar ile in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile
muamele edilen noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilastirmali

grafigi.

Sekil 4.101. Sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan

Sekil 4.102.

Sekil 4.103.

sartlanmamig ndronlar ile in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile
muamele  edilen noronlarin  rejenerasyon  aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

In vitro sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan noronlarla LIF ile
inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
noéronlarin rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

In vitro sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan néronlarla LIF ile
inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis

ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.
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Sekil 4.104.

Sekil 4.105.

Sekil 4.106.

Sekil 4.107.

Sekil 4.108.

Sekil 4.109.

Sekil 4.110.

Sekil 4.111.

Sartlt siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan
ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizlarinin
karsilagtirmali grafigi.

Sartlt siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan
ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sartli siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
aksotomisi  yapilan = noronlarin  rejenerasyon  hizlarinin
karsilagtirmali grafigi.

Sartlt siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla Anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sartlanmamug siyatik parcalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin
ardindan ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon
hizlarinin kargilastirmali grafigi.

Sartlanmamus siyatik parcalari ile kokiiltlirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin
ardindan ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon
aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sartlanmamus siyatik parcalari ile kokiltiirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis noronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan
sonra aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon hizlarmin
karsilagtirmali grafigi.

Sartlanmamus siyatik parcalari ile kokiiltlirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis noronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan
sonra aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin

karsilagtirmali grafigi.
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Sekil 4.112. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan

sartlanmamigs noronlar ile sartl siyatik sinir parcalariyla kokiltiirti
ve ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis néronlarin rejenerasyon

hizlarinin kargilastirmali grafigi.

Sekil 4.113. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan

sartlanmamigs noronlar ile sartl siyatik sinir parcalariyla kokiltiirti
ve ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis néronlarin rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.114. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan

sartlanmamis noronlar ile sartlanmamis siyatik sinir parcalariyla
kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin

rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.115. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan

Sekil 4.116.

Sekil 4.117.

Sekil 4.118.

Sekil 4.119.

sartlanmamis noronlar ile sartlanmamis siyatik sinir parcalariyla
kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan ndronlar ile
anti LIF ile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan
ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi.

In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan ndronlar ile
anti LIF ile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan
ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Arka kok ganglionlarinin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlari ile LIF takviyesiyle arka kok ganglionlarinin
biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi.

Arka kok ganglionlarinin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan néronlari ile LIF takviyesiyle arka kok ganglionlarinin
biitlin olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin

rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi.
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Sekil 4.120. Arka kok ganglionlarinin biitlin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlar1 ile anti-LIF ile arka kok ganglionlarinin
biitlin olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin
rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.121. Arka kdk ganglionlarinin biitlin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlar1 ile anti-LIF ile arka kok ganglionlarinin
biitlin olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.122. In vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF ile inkiibasyonun
ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin
rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.123. In vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF ile inkiibasyonun
ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.124. In vivo ortamda sartlanan néronlarla anti-LIF ile in vitro
sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan noronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmal grafigi.

Sekil 4.125. In vivo ortamda sartlanan néronlarla anti-LIF ile in vitro
sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.

Sekil 4.126. in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan noronlarla
LIF takviyesiyle in vitro ortamda sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi  yapilan  ndronlarin  rejenerasyon  hizlarinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.127. in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan noronlarla
LIF takviyesiyle in vitro ortamda sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi.

Sekil 4.128. In vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF takviyesiyle in vitro
ortamda sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan

ndronlarin karsilagtirmali grafigi.
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Sekil 4.129. In vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF takviyesiyle in vitro
ortamda sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan
noéronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi.
Sekil 4.130. Ikinci aksotomisi laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile yapilan
deney gruplarinda aksotomi sonrasi rejenerasyon gosteren ndron
oranlart.
Sekil 4.131. Baz1 deney gruplarindaki néronlarin alan biiyiikliigi grafigi.
Sekil 4.132. Baz1 deney gruplarindaki néronlarin akson ¢api biiyiikliigii grafigi.
Sekil 4.133. Baz1 deney gruplarindaki noronlarin dal sayis1 grafigi.
Sekil 4.134. Akson caplari, alanlar ve dal sayilar karsilagtirilan deney gruplari.
Sekil 4.135. Immunohistokimyasal LIF ve LIF reseptor analizleri yapilan deney
gruplari.
Sekil 4.136. in vivo ortamda sartlanan néronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF
reseptori (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.
Sekil 4.137. In vitro ortamda tiim olarak sartlandiktan sonra ayristirilan arka
kok ganglion ndéronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii
(C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.138. in vitro ortamda sartlanan noronlarmn transmisyon (A), LIF (B),
LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.139. Herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu
noronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptori (C),
LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.140. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlanan ndronlarin transmisyon (A),
LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptori (D) gortintiileri.

Sekil 4.141. Herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu arka kok
ganglion kesiti noéronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF
reseptoril (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.142. LIF ile NGF arasindaki karsilikli iliskinin arastirildigi néronlarin

transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii

(D) goriintiileri.
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Sekil 4.143. In vivo ortamda siyatik siniri kesilerek 1 saat sartlanan arka kok
ganglion kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C),
LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.144. in vivo ortamda siyatik siniri kesilerek 3 saat sartlanan arka kok
ganglion kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C),
LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 4.145. in vivo ortamda siyatik siniri kesilerek 3 giin sartlanan arka kok
ganglion kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C),
LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.

Sekil 5.1. Primer duyu néronunda fizyolojik sartlarda ve hasar sonrasi LIF,

NGF ve GAL arasindaki hipotetik iligki.
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1. GIRIS

Cesitli duyu organlarindan milyonlarca bilgi pargasini alan, viicudun cevaplarini
olusturmak {izere onlar1 entegre eden sinir sistemi, canlinin i¢ ve dis ortamindaki
degisiklikleri saptayarak bunlara uygun yanitlar vermesini saglar (Guyton ve Hall,
2001). Sinir sistemi merkezi ve ¢evresel sinir sistemi olarak ikiye ayrilir. Merkezi sinir
sistemi beyin ve omurilikten meydana gelirken; ¢cevresel sinir sistemini kraniyal sinirler,
spinal sinirler, ganglionlar ve 6zellesmis sinir sonlanmalar1 olusturur.

Bir canlida doku ve hiicre kayb1 sonucu olusan hasarlarin giderilerek yeni doku
olusumuna rejenerasyon denir. Bu rejenerasyon merkezi sinir sisteminde yok denecek
kadar az iken, periferik sinir sisteminde tam iyilesmeyi saglayacak kadar etkili olabilir.
Ancak bu rejenerasyonla birlikte ndrogenez yani yeni sinir hiicresi olusumu
gozlenmezken hasar goren aksonlarin tekrar uzayarak hedef dokular ve hiicrelerle
baglantilar1 yeniden saglanir (Dahlin, 2004).

Rejenerasyonla birlikte 6zellikle protein sentezinde degisiklikler meydana gelir.
Sinir sistemiyle ilgili proteinlerin gen ifedeleri azalirken biliyiime ile ilgili proteinler
sentezlenmeye baglar. Akson iskeleti elemanlarindan tubulin ve aktinin sentezi artarken
noroflament sentezi azalir. CGRP, SP, VIP, NPY ve Galanin aksotomi sonrasi
ekspresyonlar1 degisiklige ugrayan en onemli peptidlerdir. Bir néron herhangi bir
sekilde hasara ugradiginda hiicre gévdesinde morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler tiire, noron tipine, lezyon tipine ve
lezyonla hiicre arasindaki mesafeye baglidir. Hiicrede meydana gelen tepkilere ‘hiicre
gbvdesi tepkisi’ ad1 verilir (Jacob ve Croes, 1998).

Bir kez hasarlanmis periferik bir sinirin ikinci kez hasarlanmasiyla birlikte sinir
rejenerasyonunda Onemli bir artis gozlenir. Bu artisa sebep olan Onciil hasara
“sartlandirma hasar1” adi verilmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar sartlandirma
hasarinin daha hizli ve daha fazla rejenerasyona neden oldugunu gostermis (Bisby ve
Pollock, 1983, Carlson, 1983, Forman ve ark.,1980, Jacob ve Mc Quarrie, 1993, Mc
Quarrie, 1978, Oblinger ve Lasek, 1984, Sjoberg ve Kanje 1990 a,b, Tanaka ve ark.,
1992), ancak bu etkinin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Molekiiler
temelleri tam olarak anlasilamamakla birlikte daha Onceden in vivo olarak

aksotomize edilen arka kok ganglionunun primer duyu ndronlarmin kiiltiirleri



yapildiginda daha fazla akson uzattiklar1 gosterilmistir (Hu-Tsai ve ark., 1994, Lankford
ve ark., 1998).
Bu tezin amaci, sartlandirma hasarinin etki mekanizmasinin in vitro modeller

kullanilarak arastirilmasidir.



2. KAYNAK BiLDIRiSLERI

2.1. Noron (Sinir Hiicresi)

Sinir sisteminin yapisal ve islevsel biitiinliige sahip en kiigiik birimi nérondur.
Noronlar ¢evrelerindeki kimyasal ve fiziksel degisiklikleri algilayip bunlara yanit
vermek lizere 6zellesmis hiicrelerdir. Sinir uyarilarini diger néronlara ve sinir sistemi
disindaki efektor organlara iletmekle gorevlidirler. Noronlar sekil, biiyiikliik ve gorev
bakimindan farkliliklar gdstermesine ragmen ortak bir yapiya sahip hiicrelerdir. I¢i
stoplazmayla dolu perikaryon adini alan bir gévdeden ve govdeden ¢ikan akson ve
dentrit adli uzantilardan olusur (Sekil 2.1). Noronlar, yapilarina gore; multipolar,
bipolar, unipolar ve pseudounipolar olmak iizere dort gruba ayrilir. Islevlerine gére ise
duyu noronlari, motor néronlar ve ara ndronlar olarak simiflandirilirlar (Kierszenbaum,

2006).

Sekil 2.1. Bir néronun anatomisi. A: Nukleus, B: Hiicre govdesi, C: Akson. D:
Dentritler.



2.2. Arka Kok Ganglionlari

Arka kok ganglionlari, komsu iki vertebra arki arasinda bulunan ve primer duyu
noronlarin1  barindiran ganglionlardir (Sekil 2.2). Bu pseudounipolar néronlarin
govdesinden tek bir uzanti ¢ikar. Daha sonra bu uzanti “T” bi¢imini alarak iki ana
uzantiya ayrilir. Uzantilardan biri periferik dal olup periferik sinir i¢ine giderken, digeri
merkezi sinir sistemine giden merkezi daldir (Bradbury ve ark., 2000). Hiicre govdesi
50-100 mikron biiytikliigiindedir. Nissl cisimcikleri denilen diiz endoplazmik retikulmu,
oldukca bol ve ince graniiller halinde diizenli olarak dagilmistir. Nukleus yuvarlagimsi
acik renkte olup; koyu, belirgin nukleolusa sahiptir. Histolojik kesitlerde hiicrelerin
kiictik satellit (uydu) hiicrelerince sarildiklart goriiliir; bunlar glia hiicreleridir. Ganglion
hiicrelerinin fonksiyonlari, degisik duyu reseptorlerince iiretilen sinyalleri merkezi sinir

sistemine iletmektir.

Epidural bosgluktaki
Arka kiok yag dokusu

ganglionu e Omurilik

| Dorsal |

. o CRA gy ' : Wertebral
Subaraknoid Dyra mater Araknoid Pia mater bolge
bosluk

Ventral |

Sekil 2.2. Arka kok ganglionu anatomisi.

2.3. Sinir Rejenerasyonu

Periferik bir sinirin hasarlanmasinin ardindan hasarlanan bu sinirde

rejenerasyonun gerceklestigi yiizyilldan fazla siiredir bilinmektedir. Bununla birlikte;



fonksiyonel bir rejenerasyon, mikrocerrahi tekniklerin gelismis olmasma ve
rejenerasyon mekanizmasinin aydinlatilmis olmasina ragmen (Kline ve Hudson, 1995),
hedeften uzaktaki bir sinirin kopmasi ve hedefin tekrar innervasyonunun gecikmesi gibi
sebeplerden dolay1 gerceklesmeyebilir (Fu ve Gordon, 1997). Genel olarak insanlarda 2
cm.’den daha az kesinti olusturan sinir yaralanmalarinin iyilesebilecegi; 4 cm.’den daha
fazla hasar olustugunda ise, tamirin ¢ok az oldugu bilinmektedir (Navarro ve ark.,
2007). Aksonal rejenerasyonun gerceklesmesi i¢in ilk kosul, néronun hasar sonrasinda
hayatta kalmasi ve rejenerasyon i¢in gerekli metabolik duruma gegebilmesidir. Bu
ndronun tipine, canlinin yasina, hasarin niteligine, derecesine ve hiicre govdesinden
uzakligina baghdir. Ikinci kosul, hasarm distalinde kalan sinir pargasinin rejenerasyona
uygun bir ortam saglamasidir. Ugiincii olarak da basarili bir akson rejenerasyonu i¢in

uygun hedefin tekrar inerve edilebilmesi gerekir (Fu ve Gordon, 1997).

2.3.1. Periferik sinir hasar1 sonrasinda duyu néronlarinda meydana gelen

degisiklikler

Hasar ardindan canli kalan noronlar ‘kromatoliz’ adi verilen bir seri degisiklige
ugrar. Bu noronlar, sinyal iletim modundan biiylime moduna gegisleriyle birlikte
fizyolojik, morfolojik ve molekiiler degisikliklere maruz kalirlar. Hiicre gdvdesinde
meydana gelen en dikkat c¢ekici morfolojik degisiklikler; Nissl cisimciklerinin
bozulmasi, niikleer eksantriklik, niikleolusun biiyiimesi ve hiicrenin sismesidir. Basarili
bir rejenerasyon icin kromatoliz vazgecilmez degildir. Ornegin, arka kék ganglion
ndronlart ¢cok az bir kromatoliz ile dahi basarili bir rejenerasyon gerceklestirebilirler
(Hall, 1982, Perry ve ark., 1983, Greenberg ve Lasek,1988). Bu degisikliklerle birlikte,
hiicre alisildik koseli yapisini kaybeder ve niikleusun hiicre membranina baskisiyla
yuvarlak bir goriiniim kazanir. Tiim bu degisikliklerin gerceklesmesi yaklasik iki hafta
alir (Lieberman, 1971).

Periferik sinir rejenerasyonunun gerceklesmesi siiresince noéronlarda, néropeptid
ekspresyonu ve biiyiime ile ilgili proteinlerin ve akson iskelet proteinlerinin sentezinde

onemli degisiklikler gergeklesir.



2.3.2 Noropeptid ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler

Aksotomi sonrast noron fenotipinde meydana gelen en 6nemli degisiklik, sinir
iletisi ile ilgili proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonlarinin azalmasidir. Ayrica
aksotomize noronlarda ve onlarin aksonal uzantilarindaki néropeptid ekspresyonunda
meydana gelen degisiklikler de dikkat ¢ekicidir. Noronlarin protein sentez tercihlerinin
yeniden programlandigi, daha ¢ok hayatta kalma ve rejenerasyonda onemli olan
molekiillerin tiretimine agirlik verildigi goriliir.

Noropeptidler fizyolojik ve patolojik pek ¢ok siirecde, sinir sisteminin pek ¢ok
bolgesinde gorev alan, sinir iletisi yaninda farkli metabolik etkileri de bulunan biyolojik
aktif molekiillerdir (Palkovitz,1995; Hokfelt ve ark., 2000). P maddesi (SP) ve
kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) aksotomi sonrasinda ekspresyonu azalan
noropeptidlerdendir (Mc Gregor ve ark., 1984; Nielsch ve ark., 1987; Noguchi ve ark.,
1990; Villar ve ark., 1991). Bu dikkat ¢ekici diislisiin nedeni, periferik dokulardan
tasinan NGF takviyesinin aksotomi sonrasinda kesintiye ugramasidir (Eriksson ve ark.,
1997). Bununla birlikte SP ekspresyonu biiyiik ¢apli néronlarda artar (Noguchi ve ark.,
1995).

Normalde duyu noéronlarinda vazoaktif intestinal polipeptid (VIP), histidin-
izolosin, galanin (GAL) ve noropeptid Y (NPY) gibi peptidler diisiikk seviyede
bulunurken, aksotomi sonrasinda bunlarin ekspresyonlar1 artar (Navarro ve ark., 2007).
GAL kiiciik caplh arka kok ganglion noronlarinin kiigiik bir bolimii tarafindan
tiretilirken, periferik bir sinir hasarmin ardindan primer afferent ndéronlarda ve yiizeyel
dorsal boynuz terminalinde ekspresyonunun arttigi gozlenmistir (Wiesenfeld-Hallin ve
Xu,1998). Hasar sonrasinda bu artan GAL ekspresyonunun LIF {iretiminin artisiyla
paralellik gosterdigi ve bu etkiye de IL-6‘nin neden olabilecegi diisiiniilmektedir
(Murphy ve ark., 1999). Ayrica aksotomiden sonra AKG ndronlarinda GAL-R1
reseptoriiniin mRNA’s1 azalirken ve GAL-R2 reseptoriiniin mRNA’sinda kiiciik bir
diisiis gozlenir (Zhang ve ark., 1998). Yine hasarsiz AKG noronlarinda NPY cok az
miktarda bulunurken, aksotomiden sonra biiylik ve orta boyutlu AKG noéronlarinda
NPY miktarinda dikkat ¢ekici bir artis gozlenir (Wakisaka ve ark., 1991; Ohara ve ark.,
1994). NPY reseptorleri ise karmagik bir regiilasyon sergiler; NPY-Y1 reseptorlerinde
diisiis, NPY-Y2 reseptorlerinde ise artis gozlenir (Cizelge 2.1).



Belli peptidlerin sentezindeki artig, akson rejenerasyonuna oldugu kadar
aksotomize ndronlarin hayatta kalmalarma da katkida bulunur. Ornegin VIP’nin mitozu
uyardigi, norit biiylimesine katkida bulundugu, kiiltiir ortaminda sempatik ndronlara
destek sagladigi ve hatta NGF yoklugunda dahi sempatik ganglion noronlarinda hiicre
Olimlerini engelledigi bilinmektedir (Pincus ve ark.,1990; Tanaka ve Koike, 1994).

Cizelge 2.1. Aksotomi sonrasinda ndronlarda goézlenen noropeptid ekspresyon

degisiklikleri.

Noropeptid Motor noronlar Sempatik Duyu Noronlari
Noronlar

ChAt (kolin ! - -
asetiltransferaz)
CGRP ) - !
CCK (kolesitokinin) 1] ) s
Galanin 1 1 1
NPY 1 ! 1
Somatostatin 1 ! )
SP T ! T
VIP T T T

2.3.3. Norotrofik faktorlerin sinir rejenerasyonuna etkileri

Norotrofik faktorler, néron hayatiyetinde belirleyici etkilere sahip biiyilime
faktorleridir. Bu 0Ozelliklerinin yani sira ndronal gelisimde, sinaps olusumunda ve
sinaptik plastisitede de rol alirlar ( Lewin ve Barde, 1996; Bibel ve Barde, 2000; Kaplan
ve Miller, 2000; Huang ve ark., 2001; Poo, 2001; Shooter, 2001; Dechant ve Barde,
2002; Chao, 2003; Huang ve Reichardt, 2003; Lu ve ark., 2005). Norotrofik faktorlerin
iistlendigi baslica gorevler ndronun hayatta kalmasinin saglanmasi, proliferasyon,
farklilasma, myelinizasyon, aksonal biliylime ve sinaptik plastisitedir. Tiim bu
Ozelliklerinin yanmi1 sira norotrofik faktorlerin rejenerasyona da katkida bulunduklari
bilinmektedir. Hasarlanan sinirlerdeki distal parcada norotrofik faktdrlerin artmasi,

aksonal rejenerasyonla birlikte hedefin tekrar innervasyonunun ardindan normal



seviyelerine donmeleri bu faktorlerin rejenerasyonda dogruda veya dolayli olarak
etkilerinin oldugunu gostermektedir (Fu ve Gordon, 1997). Bu faktorlerin trofik
etkilerinin yani sira merkezi ve periferik sinir sisteminde aktif olarak sinyal iletiminde
de gorev aldiklar bilinmektedir. Ornegin NGF, inflamatuvar agrida CGRP ve SP gibi
duyu peptidlerinin ekspresyonlarin1 diizenleyerek agri iletiminde rol oynar (McMahon,
1996). BDNF ise bir norotransmitterin tasidigi tiim oOzellikleri ve fonksiyonlar

yapisinda barindirir (Altar ve DiStefano, 1998).

2.3.3.1. Norotrofinler ve reseptorleri

Norotrofin ailesinin en iyi bilinen iiyeleri; sinir biiyiime faktorii (NGF), beyin
kokenli biiyiime faktorii (BDNF), norotrofin 3 (NT3) ve norotrofin 4/5 (NT4/5)’tir.
Ayrica sitokin ailesi olarak bilinen 16semi inhibe edici faktor (LIF), sillier norotrofik
faktor (CNTF), glial hiicre kokenli faktor (GDNF) ve fibroblast biiyiime faktorleri
(FGF) de primer duyu ndronlariin stirekliligine katkida bulunan diger molekiillerdir.

IIk kesfedilen nérotrofin olan NGF, prototipik bir nérotrofindir ve aksonal
uzama icin ihtiya¢ duyulan bir faktdr olarak bilinir (Levi-Montalcini, 1987). Ikinci bir
norotrofin olan BDNF, NGF’e karst duyarsiz olan bir¢ok ndronal populasyon igin
hayatta kalmay1 saglayan bir faktordiir (Barde ve ark., 1982).

Norotrofinler, iki farkli reseptore baglanirlar. Bunlardan ilki, tiim ndrotrofinleri
esit ve diisiik bir affiniteyle baglayan P75tir. Daha yiiksek affinite ile baglananlar ise ii¢
farkli alt gruba sahip olan tirozin kinaz reseptorleridir (Trk). Bu reseptorlerden TrkA
NGF (Kaplan ve ark., 1991; Klein ve ark., 1991a), TrkB BDNF (Klein ve ark., 1991b)
ve NT4 (Klein ve ark., 1992) ve TrkC ise NT3 (Lambelle ve ark., 1991) i¢in yiiksek
affiniteli reseptdr fonksiyonu goriir (Sekil2.3). Trk’lar genellikle aksonal biiylime,
noronun desteklenmesi, membran trafigi, sinaps olusumu, glial hiicrelerin farklilagmasi
gibi bir¢ok noral gelisim ve diizenleme aktivitelerinde 6n plandayken (Reichardt, 2006),
P75’in, Trk aktivitesi ilizerine diizenleyici etkisinin yani sira apoptoz, hiicresel go¢ ve
norotrofik faktorlerin retrograd taginmasinin saglanmasinda rol aldiklar1 goriilmektedir
(Bamji ve ark., 1998). Yiiksek affiniteli TrkA, TrkB ve TrkC reseptorlerinin ve diisiik
affiniteli P75 reseptoriinin mRNA’larinin en erken 12. embriyonik gilinde arka kok
ganglionlarinda ekspresyonunun gerceklestigi bilinmektedir (Merlio ve ark., 1992;

Ernforns ve ark., 1993; Mu ve ark., 1993). Farkli1 Trk’lar belli néron populasyonlarinca



eksprese edilirler. TrkA, daha ¢ok koyu boyanan sitoplazmaya sahip olan kiiciik

noronlarca sentezlenir. TrkB orta boy, TrkC ise biiyiik ve sitoplazmasi daha az boyanan

noronlarca sentezlenir (Mu ve ark., 1993; Enforns ve ark., 1993; McMahon ve ark.,

1994). Diger taraftan P75 reseptorii farkli boyutlardaki arka kék ganglion néronlar

tarafindan sentezlenir (Carroll ve ark., 1995; Schecterson ve Bothwell, 1992).
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Sekil 2.3. Norotrofinler ve reseptorleri. Her prondrotrofin p75 reseptoriine baglanabilir

fakat tirozin kinaz reseptorlerine baglanamazlar. Prondrotrofinlerin proteoliz

yoluyla olgunlagmalariyla birlikte olgun nérotrofinler p75 reseptoriine

baglanabilir ve ii¢ trk reseptoriiyle daha spesifik etkilesim sergilerler. NGF,

ozellikle TrkA’ya baglanir; TrkB, BDNF ve NT4’i tanir; NT3 ise TrkC’yi1

yuksek affinite ile aktive eder. Bazi durumlarda NT3 daha az affinite ile

TrkA ve TrkB’yi aktive edebilir (Reichardt, 2006).
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2.3.3.1.1. Sinir biiyiime faktorii (NGF)

NGF, ilk kesfedilen, en iyi bilinen ve ilizerinde en ¢ok calisilan norotrofik
faktordiir (Levi-Montalcini, 1951; Cohen, 1960; Levi-Montalcini ve Angeletti, 1968).
NGF, erkek farenin tiikriik bezlerinden kolaylikla elde edilebilir. Birgok periferik doku
tarafindan tretilebilmesine ragmen genel olarak ekspresyon diizeyi diisiiktiir (Shelton ve
Reichardt, 1984).

NGF’in embriyonik gelisim sirasinda, sempatik ve noral-krest kokenli duyu
noronlarinin  canliliinin  korunmasina katkida bulundugu bilinmektedir (Levi-
Montalcini ve Angeletti, 1968; Johnson ve ark., 1980, 1983; Kessler ve Black, 1980;
Otten ve ark., 1980; Lindsay, 1988a). NGF geni ve NGF’in yiiksek affinite ile
baglandig1 TrkA reseptorii olmayan farelerde yapilan arastirmada agri ve sicakliga
duyarli olan kiiclik arka kok ganglion noronlarin1 ve ayni zamanda bazi sempatik
noronlarini da genis Olclide kaybettikleri gdzlenmistir (Crowley ve ark., 1994; Smeyne
ve ark., 1994). Bu bulgular, NGF’in olgunlasmamis arka kok ganglion néronlarini ve
sempatik néronlar1 aksotomi sonrasinda meydana gelen 6liimlerden korudugu hipotezini
desteklemektedir (Hendry, 1975; Yip ve ark.,, 1984). Klinik noropati ve
noérodejenerasyon ¢aligsmalarinda nérotrofinlerin bir yan etki olarak akut agr1 olusmasina
neden olduklar1 saptanmistir (Thoenen ve Sendtner, 2002). NGF, inflamasyon
sonrasinda yiiksek seviyede bulunur ve agri hassasiyetini arttirtr. NGF’e duyarli agri
ileten duyu noronlarinda hem TrkA hem de gegici reseptér potansiyeli vallanoid-1
reseptOrii (transient receptor potential vallanoid-1 TRPV1) ile birlikte daha sik eksprese
edilir. Buna benzer mekanizmalar, diger insan veya hayvan modellerinin kullanildig:
klinik ¢aligmalar sirasinda yiiksek dozda norotrofin uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan
agrinin sebebini agiklamaktadir (Chao ve ark., 2006).

Bugiine kadar yapilan ¢aligsmalar, periferik ve merkezi sinir sisteminden salinan
NGF ve diger faktorlerle yetiskin arka kok ganglion ndronlarma trofik destek
saglandigin1 kanitlamaya yoneliktir. Bu kapsamda, en yaygin deney modelini kesilen
periferik bir sinirin proksimal par¢asina lokal olarak NGF uygulamasi olusturmaktadir.
Bu ve buna benzer caligmalar, NGF’nin aksotomi sonrasinda ndron canlilifinin
korunmasinda etkin rol oynadigimi gostermektedir (Hendry ve Champbell, 1976). Bir
baska ¢aligmada aksotomi sonrasinda siyatik sinire NGF uygulanmig ve baska higbir

muamele gormeyen L[4-L6 arka kok ganlion noéronlarmi Oliimden korudugu
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gosterilmistir (Rich ve ark., 1987; Otto ve ark., 1987). Her ne kadar NGF’in 24 aya
kadar olan siganlarin arka kok ganglion néronlarini destekledigi gdsterilmis olsa da
(Manfridi ve ark., 1992), aksotomiye maruz kalan duyu ndronlarinin rejenerasyon
siiresince canliliklarinin korunmasinda NGF’in mutlak gerekli bir faktér olmadigina
dair tartismali yaymlar da mevcuttur. Yetiskin sigan ve kobaylarda anti serum
kullanilarak NGF’in nétralizasyonunun saglandigi ¢alismanin sonucunda noral kaybin
olmadig1 bulunmustur (Gorin ve Johnson, 1980; Schwartz ve ark., 1982). Yine benzer
bir ¢alismada kobaylarda kronik NGF yoklugunun, arka kok ganglion noéronlarinin
Olimiine yol agmadigi, ancak noronlarin boyutunda %18’lik bir kii¢iilmeye neden
oldugu saptanmistir (Rich ve ark., 1984). In vitro bir ¢alismada ise NGF’nin kiiltiirii
yapilan yetiskin duyu ndronlarinin uzun siire (3-4 hafta) canliliklarinin korunmasi igin
vazgecilmez olmadigi, ancak aksonal rejenerasyona katkida bulundugu saptanmistir
(Lindsay, 1988b). Bu c¢alismanin yetiskin hayvanlarda NGF tarafindan hiicre
kurtarilmasi ihtimalini zayiflattig1 goriilmektedir. Bununla birlikte bu deneyin dikkatle
yorumlanmasi1 gerekmektedir. Ciinkii bazi noron kayiplarinin ndronlarin izolasyonu
sirasinda ayristirma basamaginda meydana gelmis olmasi ve aksotomi sonrasinda
‘savunmasiz’ ndronlarin daha kolay kaybedilebilme olasiliklarinin da goéz Oniinde

bulundurulmasi sarttir (Oztiirk, 1999).

2.3.3.1.2. Beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF)

BDNF, nérotrofin ailesinin ikinci olarak izole edilen iiyesidir. NGF’in tersine
akciger, kalp ve iskelet kaslar1 disinda BDNF ekspresyonuna rastlanmaz (Leibrock ve
ark., 1989; Hofer ve ark., 1990; Maisonpierre ve ark., 1990). Bunun yani sira omurilikte
dahil olmak iizere merkezi sinir sisteminde BDNF mRNA’sinin ekspresyonu yogun
olarak gerceklesir (Wetmore ve ark., 1990).

BDNF genlerinin veya BDNF’ye yiiksek affiniteyle baglanan TrkB
reseptorlerinin yoklugunun orta boyutlu arka kok ganglion néronlarinin eliminasyonuna
yol actig1 bildirilmistir (Ernfors ve ark., 1994a; Conover ve ark., 1995). Kusurlu BDNF
genine sahip hayvanlar canliliklarini sekizinci postnatal giine kadar korusa da kusurlu
TrkB’ye sahip olan farelerde siddetli merkezi ve periferik sakatliklar goriiliir ve bu
hayvanlar dogumdan 24 saat sonra 6Sliirler (Klein ve ark., 1993; Conover ve ark., 1995).

Bir baska calismanin sonucunda BDNF’in yeni dogan fare ve sigcanlarin aksotomize
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noronlarini kurtardig: ve gelisim siiresince dogal olarak meydana gelen retinal ganglion
noron Oliim oranini azalttigi saptanmistir (Li ve ark., 1994; Vejsada ve ark., 1988; Ma
ve ark., 1988). Tim bu g¢alismalar BDNF’in duyu ndéronlarmin gelisimlerinde ve
olgunlagmalarinda 6nemli rol oynadigimi gostermektedir. BDNF ayni zamanda kii¢lik
boyutlu olan arka kok ganglion ndronlarinca da eksprese edilir (Ernfors ve ark., 1990;
Barakat-Walter, 1996). Bunlar temelde TrkA eksprese eden hiicrelerdir ve NGF, bu
grupta BDNF eksprese eden néronlarin oranini ¢arpici bigimde arttirir (Michael ve ark.,
1997). Lokal olarak iiretilen BDNF’in otokrin salgi ile etki ettigi ve diger biiyiime
faktorlerinin yoklugunda dahi yetiskin sican arka kok ganglion kiiltiiriinde canliligin
korunmasina katkida bulundugu gosterilmistir (Acheson ve ark., 1995). Bu norotrofinin
olgun duyu noronlar1 i¢in baskin bir trofik destek kaynagi oldugu diisiiniilmektedir.

BDNF’in bir diger ilging 6zelligi de {iretildigi hiicre gdvdesinden sinir sonuna
anterograd olarak tasinmasidir (Altar ve DiStefano, 1998). Bu taginmanin arka kok
ganglion ndronlarindan siyatik sinire veya dorsal kdke dogru gerceklestigi gosterilmistir
(Michael ve ark.,, 1997). BDNF’in bu anterograd tasmmasmin beynin g¢esitli
bolgelerinde de meydana geldigi bilinmektedir (Conner ve ark., 1997; Altar ve ark.,
1997; Fawcett ve ark.,1998).

2.3.3.1.3. Norotrofin 3 (NT3)

NT3’lin klonlanan sekanslarinin NGF ve BDNF ile homoloji gdosterdigi
bilinmektedir (Hohn ve ark., 1990). NT3’iin veya onun reseptorii olan TrkC’nin
ekspresyonunda meydana gelen kusurlar siddetli duyu hasarlarina neden olur. NT3 geni
olmayan farelerde ileri derecede hareket kusurlar1 meydana gelirken; bu hayvanlarin
duyu ve sempatik noronlarinda énemli miktarda kayiplarin oldugu gozlenir. Ayrica yine
bu hayvanlarda spinal proprioseptif afferentlerinde ve periferik duyu organlarinda
eksiklik ve arka kok ganglionlarindaki parvalbumin ve karbonik anhidraz pozitif
ndronlarinda kayiplar gézlenir (Ernfors ve ark., 1994b; Klein ve ark., 1994).

Gelisim sirasinda antikor uygulamalariyla gergeklestirilen TrkC inhibisyonunun
cesitli noron populasyonlarinda siddetli duyu hasarlarina neden oldugu saptanmistir
(Lefcort ve ark., 1996). NT3’iin ayn1 zamanda embriyonik arka kok ganglionlarmin
canliliginin korunmasinda da tesvik edici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Memberg

ve Hall, 1995). Diger norotrofin ailesi liyelerinin tersine normal hayvanda NT3 mRNA
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ekspresyonu seviyesi yiiksek iken; periferik sinir aksotomisini takiben bu seviye diiser
ve yaklagik iki hafta sonra normal ekspresyon diizeyine ulasir (Funakoshi, 1993).
NT3’iin kiiltiirii yapilan arka kok ganglion hiicrelerinin %60’ 1ndan fazlasinda canliligin
korunmasii tesvik ettigi (Maisonpierre ve ark., 1990) ve trigeminal mezensefalik
nukleustaki proprioseptif ndronlar gibi normalde NGF’e duyarsiz olan duyu
noronlarindan bazilarmi da kurtardiklar1 saptanmistir (Hohn ve ark., 1990). Her ne
kadar NT3’iin muhtemelen proprioseptif duyu noronlarim1 segici olarak kurtardig
bilinse de (Horry-Lee ve ark., 1993) ayn1 zamanda bu nérotrofinin yenidogan farenin
aksotomize olan motor noronlarmnin canliiginin devaminda destekleyici etkisinin

oldugu da bildirilmistir (Li ve ark.,1994).

2.3.3.1.4. Norotrofin 4/5 (NT 4/5)

Norotrofin 4, ilk kez Xenopus laevis ten izole edilmistir (Halbook ve ark., 1991).
Memeli norotrofini ise iki grup tarafindan klonlandigindan dolayr NT-4 veya NT-5
olarak adlandirilmis, ancak daha yaygin NT 4/5 olarak anilmaktadir (Berkemeier ve
ark., 1991; Ip ve ark., 1992).

NT 4/5 de tipkit BDNF gibi yiiksek affiniteyle TrkB reseptoriine baglanir (Klein
ve ark., 1992). NT 4/5’in diger norotrofin ailesi {iyelerinden farki, duyu néronlarinin
gelisimi sirasinda diger fakorlere gore canliligin korunmasinda daha az etkiye sahip
olmasidir. Ornegin NGF, BDNF ve NT3 geni kusurlu olan farelerde siddetli néronal
bozukluklar ve hatta sonrasinda 6liim meydana gelirken; NT 4/5’in eksikligi sadece
siirlt sayida duyu néronu kaybiyla sonuglanir (Conover ve ark., 1995; Conover ve
Yancopoulos, 1997). Bu faktdrle ilgili ¢aligmalar, NT4/5’in belli embriyonik kranial
duyu noronlart i¢in canliliklarimi korumalarinda yardimcr bir faktor oldugunu
gostermistir (Davies ve ark., 1993). Yetiskin hayvanlarda ise NT 4/5, retinal (Cohen ve
ark., 1994; Peinado-Ramon ve ark., 1996), spinal (Zheng ve ark., 1995) ve trigeminal
ganglion hiicrelerini (Ibanez ve ark., 1993) kapsayan farkli duyu néronlarinin
canliliklarinin korunmasini destekler. Her ne kadar NT 4/5 kusurlu farelerde motor ve
sempatik noronlarda kayip saptanmamis olsa da bu faktoriin neonatal hayvanlarda
fasiyal motor néronlarin canliliklariin korunmasinda destek gorevini yiiriittiikleri

gosterilmistir (Koliatsos ve ark., 1994; Li ve ark., 1994; Liu ve ark., 1995).
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2.3.3.2. Sitokin ailesi

Sitokinler, ilk olarak immun yanit ile ilgili molekiiller olarak karakterize edilmis
olmalarina karsin, gesitli fizyolojik olaylarda ¢ok genis etkileri oldugu saptanmistir.
Sitokinler, Janus Kinaz-Sinyal Cevireci ve Transkripsiyon Aktivatorleri (JAK-STAT)
yolagini aktive eden gpl30 reseptdrii ve Mitojenin Aktiflestirdigi Protein Kinaz
(MAPK) yolaklarini kullanarak sinyal iletirler (Bauer ve ark., 2007).

gp130-gpI30 LIFR-gp130 OSMR-gp130

=M=

AK-SAT ve MAPK
YOLAELARIHIM
TIVASYOHMU

Sekil.2.4. Noropoetik sitokin reseptorleri. Reseptor alt {initelerinin ve sinyal iletim
yolaklarinin ¢esitli kombinasyonlar1 noéropoetik sitokin ailesinin {yeleri
tarafindan kullanilir. gp130 heterodimerleri IL-6’y1 aktive eden IL-6
reseptorii (IL-6R) gibi spesifik IL reseptorleriyle iligkilidirler. LIF, LIF
reseptorii (LIFR) ve gpl130 heterodimerlerine baglanir. LIFR ve gp130
heterodimerleri ayni zamanda CNTF ve CT-1’1 baglayan diger reseptor alt
tiniteleriyle iliskilidir. Onkostatin M reseptorii (OSMR) onkostatin M’yi
(OSM) baglayan gp130 ile heterodimer olusturur. Sinyal olusturan gp130
altiinitesi (signal-transducing subunit gp130) tiim komplekslerde bulunur ve
hiicre i¢i JAK-STAT ve MAPK yolaklarinin aktivasyonundan sorumludur
(Bauer ve ark., 2007).
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Yapisal olarak birbiriyle benzer olan sitokinler grubu; interlokin-6 (IL-6),
interlokin-11 (IL-11), interlokin-27 (IL-27), losemi inhibe edici faktor (LIF), Siliar
norotrofik faktér (CNTF), kardiyotrofinl (CT1, noéropoetin, kardiyotrofin benzeri
sitokin (CLC; CT1 ve CLC, aym1 zamanda NNT1 ve BSF3 (B hiicresini stimiile edici
faktor3) olarak da bilinirler)’ten olusur (Sekil 2.4). Bu proteinlerin gebelik, enfeksiyon,
kemik, kas ve kardiyovaskiiler sistemler {izerindeki etkilerinin yan1 sira gelismekte olan
ve yetiskin beyninde sinyal iletimi ve beyin hasar ve hastaliklarinda olusan cevaplarda
gorev aldiklar1 bilinmektedir. Bu o6zelikleri nedeniyle sitokinler bircok beyin
arastirmalarinin ana konusunu olusturur.

Sitokin ailesinin iizerinde en ¢ok calisilan iiyesi olan LIF ilk kez 1987 yilinda
saflagtirtlmistir. 180 aminoasit igeren LIF, 19,7 kDa’luk bir proteindir (Gearing ve ark.,
1987). Fonsiyonel LIF reseptorlerini transmembran proteinleri olan LIF Rp} ve gp130
olusturur. LIF R diisiik affinite ile LIF’i baglarken gp130 tek basina LIF’i etkili bir
sekilde baglayamaz. Ancak bu iki alt iinitenin olusturdugu reseptér kompleksi LIF’1
ylksek affiniteyle baglama yetenegine sahiptir (Ip ve ark., 1992). Diger taraftan 140-
150 kDa agirligina sahip ve yliksek affiniteli iiclincii bir reseptoriin var oldugu da
bildirilmistir (Heyman ve ark., 1996).

CNTF, in vitro tavuk silier ganglion noronlarinda canlilifin korunmasini
saglayan bir faktdr olarak tanimlanmustir (Varon ve ark., 1979). Ilk kez tavuktan
saflastirilmis, daha sonra ise sigandan da elde edilmistir. CNTF, 199 aminoasit rezidiisii
iceren 27.2 kDa agirhiga sahip bir proteindir ve CNTFR-o adli spesifik bir reseptor
kompleksine sahiptir. LIF’in tersine CNTF, periferik sinir Schwann hiicrelerinde bol
miktarda bulunur (Rende ve ark., 1992).

LIF ve CNTF’ nin 6zellikle gelisim siiresince bir¢ok hiicre tipi lizerinde trofik ve
canlilig1 koruyucu etkisi oldugu in vitro ve in vivo bir ¢ok calismada gozlenmistir. Sinir
sisteminde bunlarin temel etkileri duyu ve motor néronlar iizerinedir. Bu sitokinler, arka
kok ganglion noronlarin1 aksotominin yol actigi 6liimden korumada da etkilidirler.
Ayrica, yetiskin ve yenidogan hayvanlarda aksotomi sonrasinda ayni ndronlarin
fenotipik 6zelliklerinin diizenlenmesinde de onemli role sahiptir (Mulderry, 1994;
Zigmond ve ark., 1996). LIF ve CNTF geni kusurlu olan farelerin motor ndéronlarinda

herhangi bir gelisimsel anormalligin goriilmemesiyle birlikte; bu néronlarin canliliginin
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korunmas: ve siirekliligi i¢in yine de dnemli bir etken oldugu saptanmistir (Stewart ve

ark., 1992; Escary ve ark., 1993; Masu ve ark., 1993).

2.3.3.2.1. Hasarlanan sinir sisteminde sitokinler

Belli bazi sinyaller, hasarlanan beyin tarafindan endojen tamir mekanizmalarin
onarmak amaciyla tretilirler. Her ne kadar hasar sonrasinda yetigkin sinir sisteminde
rejenerasyon kisith olarak gergeklesse de biiylime faktorleri ve sitokinler gibi eksojen
maddelerin tamir islemlerinin diizenlenmesi ve hatta rejenerasyonun arttirilmasinda
kullanimiyla yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in bir umut olarak
distiniilmektedir (Bauer ve ark., 2007).

Beyin hasarindan sonra tamirin gergeklesebilmesi i¢in beyin tarafindan iki tip
endojen sinyal {iretilir. Bu sinyallerden biri, 6len hiicreleri sentezledigi faktorler, digeri
ise inflamasyonla ilgili sitokinlerdir. Bu konuyla ilgili yapilan cesitli deneylerde
norogenez indiiksiyonunun belli bir inflamatuvar reaksiyon olmaksizin meydana geldigi
gozlenmistir. Bu bulgu da 6len ndronlardan salinan sinyallerin norogenezisi arttirmis
olabilecegi ihtimalini isaret etmektedir (Agasse ve ark., 2004).

Normal fizyolojik sartlar altinda sinir sisteminde LIF ekspresyonu oldukga
diisiik seviyedeyken; travma, iskemi ve inme gibi ¢esitli tipteki hasarlarin ardindan LIF
miktar1 kisa siirede ve hizlica artar (Banner ve ark., 1997; Suzuki ve ark., 2000). Hasarli
yetigkin olfaktor epitelinde progenitor hiicrelerin proliferasyonunun indiiklenmesinde
LIF’in gerekli oldugunu gostermek amaciyla yapilan bir ¢alismanin sonucunda LIF’in
bir kisminin 6lmekte olan olfaktor duyu hiicreleri tarafindan sentezlendigi saptanmuistir.
Buna gore LIF’in 6lmekte olan bu ndronlarin yerine gegecek olan yeni ndronlarin
olusumunda ‘otorejeneratif faktdr’ olarak etki ettigi diisiiniilmektedir (Bauer ve ark.,
2003). Buna ek olarak eksojen LIF’in iskemiye ugrayan noronlar1 kurtarabildigi
bildirilmistir (Suzuki ve ark., 2005). Bu yiizden LIF’in hem belli beyin bolgelerinde
proliferasyonu arttirict etkisi oldugu, hem de canliligin korunmasinda indiikleyici etki

gosterdigi diisiintilmektedir.

2.3.3.2.2. Norotrofik ve rejeneratif aktivitelerde sitokinler
Sitokinlerin merkezi ve periferik sinir sisteminde farkli sekillerde meydana gelen

hasarlarin ardindan olusacak tepkilerin diizenlenmesinde rol aldiklar1 bilinmektedir. In
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vivo olarak LIF’in periferik ve sempatik duyu nodronlarinda meydana gelen hasari
takiben Gal, VIP, NPY ve SP gibi ¢esitli noropeptidlerin ekspresyonlarini
diizenledikleri saptanmistir (Rao ve ark., 1993; Zigmond ve Sun, 1997). Noropeptidler
noronal canliligin stirekliliginin saglanmasini norotrofik etkilerini kullanarak saglarlar.
Noropeptidler ayn1 zamanda immun sistem hiicreleri i¢in kemotaktik ajanlar olarak rol
oynayabilirler veya olusabilecek inme ya da diger dongiisel aktivitedeki anormalliklere
kars1 koyabilmek i¢cin beyindeki elektriksel aktivite dengesini degistirebilirler (Stanke
ve ark., 2006).

Sinir hasar1 birgok noropoetik sitokin iizerinde ekspresyonlarini artici etkiye
sahiptir. Ornegin LIF’in Schwann hiicreleri basta olmak iizere ekspresyonu hasar
sonrasinda hizlica artar (Sekil 2.5). Buna benzer olarak hasar sonrasinda farkli miktar ve
hizda onkostatin M (OSM), IL 6 ve IL 11’in de ekspresyonu artar (Ito ve ark., 2000; Ito
ve ark., 1998). Diger sitokin ailesi iiyelerinin tersine CNTF hasarlanmayan sinirde
yiiksek miktarda eksprese edilirken; periferik bir hasarin ardindan ekspresyonunun
azaldig1 gozlenir (Friedman ve ark., 1992). Ayrica siyatik sinir hasarindan sonra LIF ve
CNTF’nin duyu ve motor ndronlarina retrograd tasmiminin arttifi da goézlenmistir

(Curtis ve ark., 1993; Thompson ve ark., 1997).
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Sekil 2.5. LIF’in periferik sinir sisteminde hasar tepkilerinin olusumuna etkisi. Normal
periferik duyu ganglionlarinda VIP ve Galanin gibi ¢esitli néropeptidlerin
gen ifadeleri disiiktiir. Bu hiicrelerin aksonlarina uygulanan hasarlar,
oncelikle Schwann hiicrelerinde olmak iizere, LIF artisina yol agar. Artan
LIF iiretimi, dejenere olan sinirlerde monosit ve makrofajlarin toplanmasina
yardim eden Monosit kemoatraktant proteinl (MCPI)’in gen ifadesinin
artisina yol acar. LIF, ayn1 zamanda VIP ve Galaninin artisindan sorumlu
oldugu duyu noéronlarina retrograd olarak tasinir. Ayrica LIF hasarlanan

ganglionda NPY ’nin artis1 i¢in de 6nemlidir (Bauer ve ark., 2007).

2.3.3.3. Glial hiicre kokenli norotrofik faktor (GDNF)

GDNF, orta beyin ndronlarmin canliligin korunmasini ve dopamin iiretimini
arttiran transforme edici biiyitime faktorii B (TGF) siiper ailesinin bir tiyesidir. GDNF,
0zdes iki aminoasit zincirinden olusan yaklagik 130 kDa molekiiler agirliga sahip
disiilfit bagli bir homodimerdir (Lin ve ark., 1993). GDNF’i baglayan reseptor
kompleksi, GFRa-1 ve RET (reseptor tirozin kinaz)’den olusur (Treanor ve ark., 1996).

GDNF geninin eksikligi, farelerde renal agenesis ve biitiin enterik néronlarin
yokluguna neden olur. Bu hayvanlarda motor, duyu ve sempatik néron sayilarinda
onemli miktarda azalmanin oldugu goézlenir (Moore ve ark., 1996). GDNF’in
embriyogenez ve postnatal donemde arka kok ganglion noronlarini destekledigi

saptanmistir (Buj-Bello ve ark., 1995). Normal sartlar altinda diisiik miktarlarda oldugu
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tespit edilen GDNF ekspresyonunun embriyo ve yetiskin hayvanlarda siyatik sinir
hasarindan sonra yiiksek oranda arttig1 belirlenmistir (Trup ve ark., 1995; Hammarberg
ve ark., 1996). GDNF’in neonatal sicanlarda L4-L5 arka kok ganlionlarina retrograd
tasindig1r ve bu hayvanlardaki aksotomize noronlar1 kurtardigi saptanmistir (Matheson
ve ark., 1997). GDNF’in ayn1 zamanda aksotomi sonrasinda retinal ganglionlarin
canliliklariin siirdiirtilmesine katkida bulunduklar1 da bildirilmistir (Koeberle ve Bal,
1998). GDNF reseptor kompleksi, yetiskin siganlardaki ¢ogu izolektin B4 (IB-4)’i
baglayan arka kok ganglion noronlar1 tarafindan eksprese edilirler ve bu faktér normal
sartlarda NGF’e karsi duyarsiz olan bu hiicrelerde meydana gelen bir kisim
degisikliklerden bu hiicreleri koruyabilir (Bennet ve ark., 1998). Bununla paralel olarak,
eksplant kiiltiirde arka kok ganglionlarinda satellit hiicrelerinde spontan olarak meydana
gelen Oliimleri azalttigi ve IB4 baglayan hiicrelerde aksonal biiylimeyi tesvik ettigi
bildirilmistir (Leclere ve ark., 1997). Tiim bu calismalar, yetiskin arka kok ganglion
ndronlarinda Trk (-) primer duyu ndronlarmin GDNF’ye duyarli olduklarini ve bu
faktor tarafindan desteklendigini isaret etmektedir. IB4’ii baglayan noronlar gelisim
stiresince canliligin siirdiiriilmesi icin NGF’ye bagh hiicreler olarak bilinirler (Silos-
Santiago ve ark., 1995). NGF bagimliligindan GDNF bagimliligima doniisim TrkA
ekspresyonunun azaldigi ve RET ekspresyonunun en iist seviyeye ulastigi zaman

meydana gelir (Molliver ve ark., 1997).

2.3.3.4. Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF)

FGF’ler birbiriyle akraba olan 25 iiyeye sahip bir polipeptid grubudur (Katoh ve
Katoh, 2005). Ilk olarak tanimlanan ve en ¢ok calisilanlar asidik ve bazik FGF’ler:
FGF1 ve FGF2’dir. Bunlar beyin dokusundan ve salgi bezlerinden izole edilir. FGF’ler
heparin ve heparan stlfat proteoglikan (HPSG) gibi ekstraseliiler matriks
makromolekiillerine baglanirlar. Bu 6zellikleri sayesinde hem faaliyetleri diizenlenir
hem de inaktif hale gecisleri kisitlanir. Bu yilizden heparin baglayan biiytime faktorleri
olarak da adlandirilirlar (Gospodarowicz ve Cheng, 1986; Rifkin ve Moscatelli, 1989).

FGF’ler hemen hemen tiim organlarda ¢esitli dokularda ve tiimdrlerde bulunur
(Baird, 1986). Ancak en 6nemli yerlesim merkezi, sinir sistemidir. Hem FGF1 hem de

FGF2 beyin noronlarinda ve glialarda yerlesim gosterirler.
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FGF’ler iki farkli gruptaki reseptdrlerle etkilesirler. ilk grubu ileri derecede
homoloji gosteren yiiksek affiniteli dort farkli tirozin kinaz hiicre ylizey reseptorii
FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4 olusturur (Johnson ve Williams, 1993). Ikinci grup
reseptorler diisilk affiniteli HPSG’lardir. FGF’leri baglayan iki proteoglikan
bulunmaktadir. Bunlar; integral membran proteoglikani olan Syndecan (Kiefer ve ark.,
1990) ve hiicre yiizeyi ve ekstraseliiler matrikste bulunan Glypikandir (Brunner ve ark.,
1991). Yiiksek ve diistik affiniteli bu reseptor komplekslerinin 6zgiin hiicresel tepkilerin
olusmasini diizenledikleri diistiniilmektedir.

FGF’lerin temel biyolojik aktiviteleri arasinda; mitogenez, angiogenez,
kemotaksis ve farklilasma bulunmaktadir (Burges ve Maciag, 1989; Baird, 1994).
Yapilan cesitli caligmalarla bu molekiillerin kiiltiirii yapilan hipokampal néronlarinin
canliliklarinin saglanmasinda etkilerinin oldugu gosterilmistir (Wallicke ve ark., 1986;
Wallicke ,1988). FGF’lerle yapilan baska bir calisma da da bu faktorlerin retinal
ganglion hiicrelerinde rejenerasyonu arttirict bir etkiye sahip olduklar1 saptanmistir
(Park ve Hollenberg, 1993).

Periferik sinir sisteminde FGF’lerin ve reseptorlerinin  dagilimi oldukca
karmasiktir. Hasarlanmamig bir hayvanda arka kok ganglion néronlarinda hem FGF1
hem de FGF1 mRNA’s1 bulunurken (Oelling ve ark., 1995); bunlardan ancak birkac¢inda
FGF2’nin ekspesyonuna rastlanir (Ji ve ark., 1995). Bir aksotomi sonrasinda ise,
FGF1’in ekspresyonu siyatik sinirin distal par¢asinda azalirken; FGF2’nin ekpresyonu
ise hem distal hem de proksimal parcada hizla artar (Eckenstein ve ark., 1991; Grothe
ve ark., 1997). Periferik sinir sisteminde FGF’lerin ve reseptorlerinin kaynagi belirgin
olmamakla birlikte, bazi1 arastirmacilar FGF1, FGF2 ve FGFRI’in iiretiminden
Schwann hiicrelerini sorumlu tutarken (Neuberger ve De Vries, 1993; Grothe ve ark.,
1997), baz1 arastirmacilar ise FGF1, FGFR1 ve FGFR2’nin in vitro sartlarda néronlar
tarafindan eksprese edilebildiklerini gdstermislerdir ( Oelling ve ark., 1995).

2.3.4. Sinir rejenerasyonunda sartlandirma hasan etkisi
Noronlar aksotomi olduklarinda ¢ogu kez akson rejenerasyonu i¢in hazirliga

baslarlar. Eger bu ndronlarin aksonlari, ilk “sartlandirma hasarinin (conditioning

lesion)” genellikle proksimalinde olan ikinci bir “test hasar1” daha alirlarsa,
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sartlandirma hasarina maruz kalmayan noronlarla karsilastirildiginda daha fazla rejenere
olduklar1 gbzlenir. Bu artan rejenerasyon fenomeni, “sartlandirma hasar etkisi” olarak
adlandirilir (Forman ve ark., 1980). Bu etkiyi arastirmak amaciyla yapilan ¢ogu ¢alisma
sinire (Ozellikle siyatik veya optik sinir) uygulanan hem sartlandirma hem de test
hasarlari ile gergeklestirilmistir.

Baslangi¢ olarak uygulanan bir sartlandirma hasarinin ardindan aksotomize olan
noronlarda bir dizi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana gelir
(McQuarrie ve Garfstein, 1982; Redshaw ve Bisby, 1987; Perry ve ark., 1987; Jacob ve
McQuarrie, 1991; Tetzlaff ve ark., 1996). Sartlandirma hasarmin etkilerinin
aragtiritlmasi aksonal rejenerasyonu diizenleyen mekanizmalarin aydinlatilmasina ve bu
rejenerasyonu arttirmaya yonelik mekanizmalarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
Ornegin; arka kok ganglionlarindaki néronlarin periferik dallarma uygulanan bir
sartlandirma hasari, cAMP seviyesini arttirarak, bu néronlarin merkezi sinir sistemine
giden dallariin gelismesine katkida bulunur. Bu etki arka kok ganglionlar1 igine cAMP
enjeksiyonuyla taklit edilmistir (Qui ve ark., 2002).

Sartlandirma hasar etkileri, birgok farkli hayvan tiirleri iizerinde yapilan deney
modelleriyle arastirilmistir. Siganlarin siyatik sinirine uygulanan sartlandirma hasarinin
ardindan, bu hasarin proksimaline uygulanan test hasarindan sonra, spinal motor
ndronlarinda meydana gelen rejenerasyonun, kontrol grubuyla karsilastirildiginda arttig
gozlenmistir. Ayrica rejenerasyonun ilk gecikme siiresinde azalma, aksonal uzama
hizinda artis ve motor fonksiyonlarnin tekrar geri kazanilma siiresinde kisalma
gerceklesmistir (McQuarrie, 1978; Forman ve ark., 1980; McQuarrie ve Grafstein,
1981; Navarro ve Kennedy, 1990; Sjoberg ve Kanje, 1990a; Jacob ve McQuarrie, 1991;
1993). Aksonal rejenerasyonda ortaya ¢ikan benzer artis, sartlandirma hasar1 sonrasinda
kurbaga siyatik sinirinde de meydana gelmistir (Carlson, 1983; Perry ve ark., 1987;
Edbladh ve Edstrom, 1989). Sartlandirma hasarinin ayni zamanda sigcanlarin fasiyal
sinirlerinde motor ndronlarin aksonal rejenerasyonunu da arttirdidi saptanmistir
(Tetzlaff ve ark., 1996). Baliklarda yapilan bir baska arastirmada da, yine sartlandirma
ve test hasarlarinin ardindan aksonal rejenerasyonda ilk gecikme siiresinin kisaldigi ve
aksonal bliylime hizinin artti1 goriilmiistiir (Lanners ve Grafstein, 1980; Reich ve ark.,
1990). Zhang ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢calismada lamprey (bofa balig1) larvasi rostral

spinal kordunun transeksiyonundan sonra sartlandirma hasarmin hiicresel cevabi
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etkileyerek ve muhtemelen aksonal rejenerasyonda baslangic gecikme siiresinin
kisaltilmas1 ile rejenerasyona katkida bulundugunu gostermislerdir (Zhang ve ark.,
2004).

Sartlandirma hasar1 g¢alismalarinin ¢ogu periferik sinir {izerinde yapilmistir.
Bunun nedeni, hem sartlandirma hem de test hasarmin birlikte uygulanabilmesidir.
Sartlandirma hasar1 etkilerini aciklamak amaciyla genellikle iki mekanizmadan
bahsedilir; bunlarin ilki, hiicre govdesi tepkileridir. Bir sartlandirma hasarindan sonra
aksotomize ndronlar bir sonraki test hasarindan sonra aksonal rejenerasyon moduna
daha kolay gegerken bazi biyokimyasal degisiklikler gozlenir. Bu biyokimyasal
degisiklikler; RNA ve protein sentezinde artis (McQuarrie, 1985; Redshaw ve Bisby,
1987), cAMP seviyesinde artis (Qui ve ark., 2002), nérofilament sentezinde azalma
(Tetzlaff ve ark., 1996), aksonal tasima eleman1 yavas bilesen b’nin miktar ve hizindaki
artistir (Jacob ve McQuarrie, 1991). Sartlandirma hasarinin ardindan zaten rejenerasyon
moduna gecen noronlarda test hasarinin ardindan aksonal rejenerasyonun ilk gecikme
siiresi azalir ve aksonal uzama hiz1 artar. Bazi arastirmacilar sartlandirma hasari
etkisinde en 6nemli rolii hiicresel etkilerin oynadigini ileri siirerler (McQuarrie ve
Garfstein, 1982; McQuarrie, 1985; Jacob ve McQuarrie, 1991; 1993; Tetzlaff ve ark.,
1996). Ornegin kurbagalarda hiicre seviyesindeki cevabin inhibe oldugu diisiiniilen 15
°C sicaklikta uygulanan sartlandirma hasarmin  etkisi, 25 °C’de uygulanan
sartlandirmanin etkisinden ¢ok daha diisiik bulunmustur (Carlson, 1983).

Sartlandirma hasarin1 ortaya cikardigl diisiiniilen bir baska unsur gevresel
faktorlerdir. Bu konuyla ilgili ¢aligmalar, “hasarin cevresindeki dejeneratif doku,
sartlandirma hasarmin ardindan bu bdlgeye dogru biiylime konilerinin uzamasini
kolaylastirici bir ortam hazirlar ve aksonlarin biiylimesi glia ve diger hiicreler tarafindan
salinan faktorlerin etkisiyle artirtlir” hipotezini ileri siirmektedir (Bisby ve
Pollock,1983; Bisby ve Keen, 1985; Cho ve So, 1989; Edbaldh ve Edstrom,1989; Reich
ve ark., 1990; Sjoberg ve Kanje, 1990b; Lu ve Richardson, 1991). Bir caligmada,
sartlandirma hasar1 uygulanan si¢an siyatik sinirinde, hasar bolgesinin etrafindaki glia
ve noron dig1 hiicreler gegici olarak dondurulmus ve sonucta sartlandirma hasarinin
aksonal rejenerasyonu artirict bir etkisinin olmadiglr goézlenmistir (Sjoberg ve Kanje,

1990b).
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Periferik bir hasar sonrasinda artan ndronal biiylime kapasitesinden hasar
bolgesinde ekspresyonu artan sitokinlerin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (Banner ve
Patterson, 1994). LIF ve IL6 nin kiiltlirii yapilan néronlarda norit biiylimesini arttirdigi
gosterilmistir (Cafferty ve ark., 2001;2004). Daha 6nce yapilan ¢alismalar da hem IL6
hem de LIF geni olmayan farelerde periferik sinir rejenerasyonunun bozuldugu
saptanmistir (Zhang ve ark., 1998; Cafferty ve ark., 2001). Merkezi sinir sisteminde
dorsal kolon aksonlarinin bir sartlandirma hasariyla uyarilmis rejenerasyonun IL-6 geni
olmayan farelerde gozlenmemesi stokinlerin sartlandirma hasarindaki etkilerinin
onemini desteklemektedir (Cafferty ve ark., 2004). Sitokinlerin bu rollerini géstermek
amaciyla sartlandirma hasar1 uygulanan LIF -/- fareden alinan arka kok ganglion
noronlarinin kiiltiirii yapilmis ve sartlandirma hasar1 uygulanan normal fareden alinan
arka kok ganglion noronlarinin rejenerasyon orani karsilastirildiginda bu oranin %40
diistiigii gosterilmistir (Cafferty ve ark., 2001). Bir bagka ¢aligmada da IL6 -/- fareye
uygulanan sartlandirma hasarinin ardindan rejenerasyon artisinda %60’k bir diisiis
saptanmis ve IL6 nin kiiltiir ortamina eklenmesiyle birlikte aksonal biiyiimenin kontrol
degerlerine dondiigii gosterilmistir (Cafferty ve ark., 2004).

Bir hasar sonrasinda periferik sinir sisteminde rejenerasyon gozlenirken, ayni
rejenerasyona merkezi sinir sisteminde rastlanmaz. Bu nedenle bazi arastirmacilar
sartlandirma hasarinin merkezi sinir sisteminde de etkili bir rejenerasyona neden olup
olamayacagi gostermek amaciyla calismalar yapmaya baglamislardir. Periferik sinir
sistemi ile merkezi sinir sistemi arasindaki bu rejenerasyon kapasitesi farkinin iki
sistemin intrinsik mekanizmasindan ¢ok ¢evresel faktdrlerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Periferik sinir sisteminde hasar sonrasinda myelin kalintilar1 temizlenir
ve Schwann hiicreleri tekrar biiylimeyi saglamak amaciyla myelinleme modundan
rejenerasyon moduna gecis yapar (Scherer ve Salzer, 1996). Ancak merkezi sinir
sisteminde hasar sonrasinda durum farklidir, myelin kalintilar1 ¢ok yavagca temizlenir
ve hasardan ancak saatler sonra glial skar olugsmaya baglar (McKeon ve ark., 1995).
Merkezi sinir sisteminde bulunan rejenerasyon inhibitorleri hasar sonrasinda daha hizli
gerceklesmesi gereken rejenerasyonu engeller (Huang ve ark., 1999). Ancak yapilan
calismalar bu engelin asilmaz olmadigini, intrinsik noéronal biiyiime yetenegi
arttirildiginda (6rnegin sartlandirma hasar1 etkisiyle) bu inhibisyonun kismi olarak

asildigin1 gostermistir (Qui ve ark., 2002). Bir uzantis1 periferik dokulara, diger uzantisi
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merkezi sinir sistemine giden arka kok ganglionlarinin periferik dali kesildiginde
rejenerasyon meydana gelirken; ayni hiicre govdesindan ¢ikan ve merkezi sinir
sistemine giden dal kesildiginde ayni rejenerasyon olusmaz. Once periferik dali
hasarlanan bir arka kdk ganglionunun ikinci bir hasarin ardindan merkezi sinir sistemine
giden dalinda az miktarda bir rejenerasyon goriiliir ki, bu da sartlandirma hasarinin
merkezi sinir sistemi rejenerasyonuna da katkida bulunabilecegi isaret etmektedir
(Neumann ve Woolf, 1999). Bunu aydinlatmak i¢in son yillarda pek ¢ok arastirmaci
farkl1 ¢alismalar yapmistir. Noronal biiylimeyi artiran ajanlarin, periferik hasarlarin
sartlandirma hasar1 etkisini taklit edebildigi ve merkezi sinir sistemi igine kisitlt bir
aksonal rejenerasyonu uyarabildigi bulunmustur (Qui ve ark., 2002). Ornegin, yapilan
bir calismada: arka kok ganglionlarina Dibutryl-siklik Adenozin Monofosfat (db-
cAMP) enjeksiyonu yapilmis ve siyatik siniri kesilerek sartlandirma hasarina maruz
kalan arka kok ganglionlar ile rejenerasyon davraniglar: karsilagtirilmigtir. Sonugta: db-
cAMP enjeksiyonu yapilan arka kok ganglionlar ile sartlandirma hasarina maruz kalan
arka kok ganglionlarinin omurilige uzanan aksonlarinda benzer rejenerasyon artisina
rastlamistir. Bu bulguya goére, cAMP’nin sartlandirma hasar1 etkisini taklit etmede
yeterli oldugu ileri stiriilmiistiir (Qui ve ark., 2002). Sartlandirma hasariyla artan spinal
akson rejenerasyonunda sitokin ailesi iiyelerinden IL-6’nin etkisini gostermek amaciyla
yapilan bir ¢aligmada siyatik siniri kesilerek sartlandirma hasarmma maruz kalan IL-6
geni olmayan fareler ile ayni sekilde sartlandirma hasar1 uygulanan normal fareler
karsilastirilmistir. Sonucta IL-6 geni olmayan farelerin spinal aksonlarinda rejenerasyon
olmadig1 saptanmustir. Buna gore; spinal aksonlarin sartlandirma hasartyla artan
rejenerasyonun meydana gelmesinde IL-6’nin anahtar rol oynayabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Cafferty, 2004). Fakat daha sonra yapilan baska bir ¢caligmada ise periferik
bir sartlandirma hasar1 sonrasinda normal ve IL-6 geni kusurlu olan farelerin
rejenerasyon davraniglarinda fark olmadigi gozlenmistir. Hem cAMP miktarinin hasar
sonrasinda artmasinin hem de sartlandirma hasar1 tepkisinin olugsmasinin IL-6’nin
artisina sebep oldugu gosterilmistir. IL-6’nin bu artisi, in vivo ortamda spinal akson
rejenerasyonunu artirmak i¢in myelinle ilgili inhibitorleri engellemeye yetecek kadar
etkili oldugu, ancak cAMP ve sartlandirma hasari olusturmak icin sart olmadigi, daha
etkili aksonal rejenerasyon i¢in IL-6 ile birlikte farkli faktorlerin kombinasyonlarina da

ithtiyac oldugu ileri siirtilmiistiir (Cao ve ark., 2006). Sartlandirma hasariyla artan spinal
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akson rejenerasyonuna etki eden faktorleri arastirmak amaciyla yapilan bagka bir
calismada: in vivo ortamda Janus Kinaz2 inhibitoriiniin perindral enjeksiyonuyla Sinyal
Cevireci ve Transkripsiyon Aktivatéri3 (STAT3) inhibe edildikten sonra siyatik sinir
kesisiyle sartlanan spinal aksonlarda rejenerasyonun o©nemli Olgiide azaldigi
gozlenmistir. Buna gbére STAT3 aktivasyonunun, arka kok ganglion ndronlarinin artan
biliylime kapasitesi i¢in gerekli oldugu ve sartlandirma hasarini takiben omurilikteki
aksonal rejenerasyona katkida bulundugu ileri stiriilmektedir (Qui ve ark., 2005).

Her ne kadar tiim bu calismalar, periferik ve merkezi dallar1 hasara ugrayan arka
kok ganglion noronlarinda farkli molekiiler degisikliklerin meydana geldigini ve
biiylime kapasitesini de sadece onceki hasarin (sartlandirma hasari) arttirdigini gosterse
de 6zellikle merkezi sinir sisteminde olusan hasarlarin ardindan bu etkinin tedavi amaglh
kullanimi risklidir. Bu nedenle oncelikle sartlandirma tepkisinin dogasi, hiicresel ve
molekiiler mekanizmasinin anlasilmast gerekir. Sartlandirma etkisi heniiz tam
anlagilmis degildir ve hala iizerinde calisan pek cok arastirmaci bulunmaktadir.
Oncelikle bu etkinin ne olduguna niteliksel ve niceliksel olarak yaklasmak gerekir:
Artmis rejenerasyon hizi yegane gosterge olabilir mi? Anlik cekilen fotagraflar bir
stireci ne derece Ozetleyebilir? Bu sorularin cevabi akson rejenerasyonun miimkiin
oldukca fazla parametrelerle derinlemesine bir zamansal analizini gerektirir. Aksotomi
olan ndronlarin cevabi ve c¢evrenin etkisi sartlandirma etkisine ne derece ve nasil
katkida bulunurlar? Bunu arastirmanin en uygulanabilir yolu bu hiicresel ve g¢evresel
faktorlerin  kontrol altinda tutulabildigi yeni bir deney modeli ve arastirma
paradigmasini gerektirir. Mevcutta da bazi modeller olmasina ragmen, bu modeller
oncelikle in vivo ortamda siyatik sinire uygulanan hasarin ardindan in vitro ortamda
aragtirmaya olanak sagladigindan, tamamen in vitro ortamda sartlandirma etkisini
arastirma ve sartlanma sirasinda ortama miidahale etme sansin1 vermemektedir.

Bu calismada yeni ve kapsamli bir deney paradigmasi gelistirilirken mevcut
modellerden de yararlanild1 ve in vivo deneylerle in vitro yaklasimlar ayn1 paradigma
icinde birlestirildi. Bu sayede gerek periferik gerekse merkezi sinir sisteminde
sartlandirma hasar1 sonrasinda artan rejenerasyon kapasitesinin aydinlatilmasinda hem

hiicresel hem de molekiiler seviyede yapilacak yeni ¢caligmalara da zemin olusturuldu.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvam

Deney hayvani olarak 6-12 haftalik Balb-C ki disi fareler kullanildi. Fareler,

Yiiziincii Y1l Universitesi Neuroscience Arastirma Birimi’nden temin edildi.

3.1.2. Cahismada kullanilan sarf malzemeleri

Calismada kullanilan sarf malzemeleri ile ilgili ayrintilar Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Sarf malzeme listesi.

Sarf Malzemesi Firma Katalog Numarasi
Neuro Basal A (NBA) Invitrogen 10888
RPMI 1640 Sigma R0O883
Hank’1n Dengeli Tuz Soliisyonu (HBSS) Sigma H9269
Kollajenaz Sigma C7657
Tripsin Sigma T4424
Deoksiribontikleaz I (DNAz) Sigma D4513
Fetal dana serumu (FCS) Sigma F9665
Tripsin Inhibitérii Sigma T6522
Percoll Sigma P4937
Poly-1-lizin Sigma P6282
Laminin Sigma L2020
B27 suplementi Invitrogen 17504-044
Antibiyotik-antimikotik soliisyonu Sigma AS5955

Glutamin (Glutamax) Invitrogen 35050-038
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Cizelge 3.1. Sarf malzeme listesi (Devam).

Sarf Malzemesi Firma Katalog

Numarasi
Losemi inhibitor faktorii (LIF) Sigma L5158
Anti- 16semi inhibitor faktor antikoru (a-LIF)  Sigma L9152
Sinir Biiytime Faktorii (NGF) Sigma N6009
Calcein Calbiochem 206700
Lucifer Sarisi Sigma L0259
Floresan Dekstran (4K) BioChemika 46944
Diisiik Sicaklikta Jellesen Agar Sigma A9045
Silikon elastomeri (Sylgard) WPI-Dow-Corning 184
Cam tabanli Petri kab1 WPI FD35
Fosfat Tamponu (PB) Sigma P3288
Fosfat Tuz Tamponu (PBS) Sigma P4417
Paraformaldehit Sigma P6148
Anti- 16semi inhibitér faktor reseptor Santa Cruz H220
antikoru Biotecnology

Molecular Probes A2467
Molecular Probes A21442

Alexa 488 tavuk anti-ke¢i IgG
Alexa 594 tavuk anti-tavsan IgG

Propidyum iyodiir (PI) ICN Biochemicals 255535-16-4
Si1gir serum albumini (BSA) Sigma A9418

Triton X Merck K26456203 924
Sodyum Azid Sigma S8032
Kriomatriks Killik 05-9801

Poly-1 lysin kapli lam Manzel-Glaser 08696

Tween 20 Merck S95415 814
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3.2.Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan vasatlar

3.2.1.1. Diseksiyon Vasati

RPMI 1640, igerisine %! oraninda glutamin ve ayni oranda antibiyotik-
antimikotik solusyonunun aseptik kosullarda eklenmesiyle hazirlandi. Diseksiyon
stiresince vasat soguk olarak kullanildi.
3.2.1.2 Kiiltiir vasati

Neurobasal A (NBA), igerisine %1 glutamin, %1 antibiyotik-antimikotik ve %2
oranlarinda B27 supplementinin aseptik kosullarda eklenmesiyle hazirlandi. Kiiltiir

siiresince vasat 37 °C sicaklikta kullanild.

3.2.2. Fareden arka kok ganglionlarinin ¢ikarilmasi

Farelerin anestezisi intra peritoneal ketamin (40mg/kg) enjeksiyonu ile yapildi
ve ardindan servikal transeksiyon ile oldiiriildi. Calismanin amacina uygun olarak
sadece lumbar 4-5 (L4-L5) arka kok ganglionlar1 aseptik kosullarda, stereo mikroskop
altinda c¢ikarildi. Ganglionlar, hiicre kiiltiirii yapilincaya kadar soguk RPMI 1640
vasatinda bekletildi.

3.2.3. Hiicre kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii basamaklari:

1. Enzimatik parcalamaya kolajenaz ile baslandi (992,5u1 NBA + 7,5 ul
kolajenaz). Ganglionlar, 40 dakika etiivde inkiibe edildi, ardindan HBSS ile 3
kez yikandi1 ve daha sonra bir diger enzim olan tripsin (400 ul NBA + 200 ul
Tripsin- 15 dk) ile enzimatik ayristirmaya devam edildi.

2. Mekanik ayrigtirma ganglionlarin tiriturasyonuyla yapildi ve kiiltire %1
oraninda DNAz (6 pl) eklenerek 30 dk boyunca 50 Hz frekansta ajitasyonla

etiivde inkiibe edildi.
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. Inkiibasyondan sonra santrifiijle (120 g’de 3 dk) ayrisan hiicreler ¢oktiiriildii,
siipernatant atildi ardindan pellet NBA (360 ul), FCS (40 pl) ve tripsin
inhibitori (30 ul) ile ¢oziildii. Plastik tlip i¢inde dipten yukariya dogru %60,
%35 ve %10’luk hazirlanan percoll gradienti lizerine hiicre siispansiyonu kondu.
20 dakika 4000 rpm’de, 4 °C’de santrifiij ile néronlar diger hiicrelerden ve doku
kalintilarindan ayrildi. Noronlar1 igeren percoll gradient tabakasi bir baska tiipe
aktarildi, 120 g’de 3 dk santrifiijle hiicreler dibe toplandi, siipernatantin biiyiik
bir boliimii atildi, geriye kalan iginde hiicre peleti ¢oziildii ve nihai olarak 600 ul
siispansiyon elde edildi.

. Elde edilen noronlar, bir giin dncesinde oda sicakliginda 2 saat %10 poly-1 lizin
ve ardindan 37 °C’de 1 gece siiresince % 0,001’lik laminin ile kaplanan 35
mm’lik Petri kaplaria ekildi (ekim oncesinde kiiltiir kaplar1 steril distile su ile
yikand1 ve kurutuldu). Hiicreler 6ncelikle NBA icinde 600 pl siispansiyon olarak
ekildi; hiicrelerin tabana yapismasi i¢in, 1 saat etiivde inkiibasyondan sonra
vasat 1,5 ml’ye tamamlandi. Kiiltiirler %5 CO, ayarli 37 OC’lik etiivde
inkiibasyona alind1.

Hiicre kiiltiirii asamalar sekil 3.1°de 6zetlenmistir.
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* s Arka kok ganglionlar: fareden ¢ikarildi

Cikarilan ganglionlar enzimatik olarak once kollajenaz

I , ile sonra tripsin ile parcalandi

Ganglionlarin mekanik ayrigtirilmasi tiritiirasyon
yontemiyle gerceklestirildi

* Hiicre siispansiyonu DNAse ile ajitatorde inkiibe edildi
‘%" g Hiicreler santrifiij yontemi ile ¢oktiirtildi

\ Pellet NBA, FCS ve tripsin inhibitorii ile ¢oziildii

\%f Lo Sirastyla %60, %35 ve %10 konsantrasyonlarinda olan
— percoll gradient yontemiyle noronlar diger hiicrelerden

* ! ve doku artiklarindan ayrildi

%?35’lik percoll tabakasindan alinan hiicreler
yikandiktan sonra tabanli laminin kapli petriye ekildi

Arka kok ganglion néronlar etiivde (%5 CO, ve 37 °C)
inkiibe edildi.

Sekil. 3.1. Arka kok ganglion kiiltiirti basamaklari.
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3.2.4. Sartlandirma modelleri

Kullanilan sartlandirma modelleri Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

3.2.4.1. In vivo sartlandirma deneyleri

Canli hayvanda sag siyatik sinir kesisi yapildi. Bunun i¢in ketamin ile anesteziye
alan hayvanin sag uyluk arkasindaki bolge makasla traglandi. %70’lik alkol spreyi ile
bolge dezenfekte edildi. Bacak eksenine paralel olarak yapilan bir kesiyle dnce deri
acildi, ardindan kaslar aralanarak siyatik sinir agiga ¢ikarildi ve yayl bir makasla temiz
bir kesi yapildi (Sekil 3.2). Ug giin beklenerek sartlandirma gergeklestirildi. Ugiincii
giinlin sonunda siyatik sinire lif veren, bu nedenle sartlanmis noéronlart iceren L4-L5
arka kok ganglionlar1 ayni hayvanin sag tarafinda cerrahi metodlarla ¢ikarildi ve kiiltiir

islemlerinde kullanildi.

Sekil. 3.2. In vivo ortamda siyatik sinir kesisi. A. Derinin agilarak siyatik sinirin agiga

cikarilmasi. B. Siyatik sinirin kesilmesi. C. Ag¢ilan derinin dikisle kapatilmasi.
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3.2.4.2. Sarth siyatik sinir parcalariyla kokiiltiir deneyleri

Farelere yukarida anlatilan siyatik sinir kesisi uygulandi. Ug giin sonra kesilen
siyatik sinirin lcm’lik proksimal pargasi anestezi altinda kesilerek cikarildi. Bu parca
daha kiicilik parcalara ayrilarak, diisiik sicaklikta jellesen eritilmis %3 agaroz icine 37
C’ye kadar sogutularak gomiildii ve karisim cam tabanl killtiir kabinin bir kdsesine
tutturuldu (Sekil 3.3). 1 ml NBA ile 1 giin boyunca inkiibe edildi. Birinci giiniin
sonunda arka kok ganglionlarin kiiltiirii yapildi, hiicreler 0,5 ml NBA ile agaroz i¢inde
siyatik parcaciklari iceren petri kabina ekildi ve 48 saat boyunca hiicreler takip edildi
(Sekil 4.9).

Bu deneyin ikinci bdliimiinde; hiicrelerin petri kabia ekiminden 24 saat sonra,
laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile aksotomisi yapildi ve 48 saat boyunca hiicreler

takip edildi (Sekil 4.26).

Sekil. 3.3. Petri kabi i¢cinde agaroza gomiilen siyatik sinir parcalar1 ve arka kdk ganglion

noronlari.

3.2.4.3. in vitro sartlandirma deneyleri

L4-L5 arka kok ganglionlarinin kiiltiirleri yapilarak 1 ml’lik NBA ig¢indeki
siispansiyon silikon kapli saat camina aktarildi (Sekil 3.4). Hiicre slispansiyonu igeren
saat camu 3 giin boyunca etiivde (37 C° ve %5 CO, ) sartlandirild. 3. giiniin sonunda
noronlar iyice tiritiire edildikten sonra petri kabina aktarildi. Hiicreler 48 saat boyunca

takip edildi (Sekil 4.12).
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Bu deneyin ikinci boliimiinde hiicrelerin Petri kabina ekiminden 24 saat sonra
laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile aksotomisi yapildi ve hiicreler 48 saat boyunca

takip edildi.

Sekil 3.4. Silikon kapli saat caminda arka kok ganglion hiicre siispansiyonu.

3.2.4.4. in vitro sartlandirma modelinin etkinliginin arastirilmasi
3.2.4.4.1. Calcein ve propidyum iyodiir deneyi

3 giin boyunca 1 ml NBA igerisinde in vitro olarak sartlanan hiicrelerin bu siire
icerisinde hayatta kalma oranlarn1 hakkinda fikir edinmek ve akson uzatip
uzatmadiklarin1 saptamak amaciyla calcein kullanildi. Yukarida anlatilan yontemle
néronlar {i¢ giin boyunca sartlandi. Ugiincii giiniin sonunda ortama calcein AM ve
propidyum iyodiir eklenerek 20 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra hiicreler laser

taramal1 konfokal mikroskopta goriintiilendi.

3.2.4.4.2. Lucifer saris1 deneyi:

In vitro olarak sartlanan hiicrelerin Petri kabma aktarilmadan once
tiritiirasyonlar1 sirasinda hasarlanip hasarlanmadiklarii tespit etmek amaciyla lucifer
saris1 tiritlirasyondan once hiicre siispansiyonuna eklendi. Hiicreler tiritiire edildikten

sonra petri kabina ekildi ve 1 saat sonra goriintiilendi.

3.2.4.4.3. Dekstran deneyleri
In vitro olarak sartlanan hiicrelerin Petri kabina aktarilmadan &nce

tiritiirasyonlar1 sirasinda hasarlanip hasarlanmadiklarini tespit etmek amaciyla kiiltiiri
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yapilarak ayristirilan hiicreler 1 ml NBA ile {i¢ giin saat caminda etiivde inkiibe edildi.
Ucgiincii  giiniin sonunda hiicrelerin endositozla dekstran1 almalarin1 engellemek
amaciyla hiicre siispansiyonunun pH’1 1 N’lik HCI ile 5.7’ye disiiriildii (Davoust ve
ark., 1987). Tiritiirasyondan once dekstran eklenerek tiritiire edildi. Hiicreler Petri
kabina ekildikten 1 saat sonra laser taramali konfokal mikroskopla goriintiilendi.

Bu deneyin ikinci asamasinda ise in vitro sartlanan hiicrelerle sartlanmayan
hiicreleri karsilastirmak amaciyla L4-L5 arka kok ganglionlar1 cikarildiktan sonra
kollajenaz ile ayristirma asamasindan itibaren hiicreler floresan dekstran ile muamele
edildi. Hiicreler Petri kabina ekildikten 1 saat sonra laser taramali konfokal mikroskopla

goriintiilendi.

3.24.5. Tim arka kok ganglionlarinin (AKG) aynistirlmadan in vitro
sartlandirilmasi

L4-L5 arka kok ganglionlar ¢ikarilarak ii¢ giin boyunca saat caminda 1 ml NBA

icerisinde ve etiivde inkiibe edilerek sartlandirildi. Ugiincii giiniin sonunda ganglionlar

aynistirilarak kiltiirti yapildi (ikinci aksotomi). Ekimden 1 saat sonra 48 saat boyunca

akson rejenerasyonlar1 gézlendi (Sekil 4.20) .

3.2.5. Normal (sartlanmamuis) siyatik parcalariyla kokiiltiir deneyleri

Farelerin siyatik sinirleri ¢ikarildi ve kiigiik pargalar halinde agaroz iginde kiiltiir
kabinin bir kdsesine tutturularak 1 ml NBA ile 1 giin boyunca etiivde bekletildi. Birinci
giiniin sonunda L4-L5 arka kok ganglionlarmin kiiltiiri yapilarak; siyatik sinir
parcaciklar1 iceren Petri kabina 0,5 ml NBA ile hiicreler ekildi ve 48 saat boyunca
goriintiilendi.

Bu deneyin ikinci boliimiinde hiicrelerin Petri kabina ekiminden 24 saat sonra

aksotomisi yapilarak 48 saat boyunca hiicreler gozlendi (Sekil 4.23).

3.2.6. Aksotomi (akson kesisi) modelleri

Uygulanan aksotomi modelleri Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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3.2.6.1. PALM Mikrolaser sistemi

Baz1 kiiltiirlerde noronlarin sartlandirma hasar1 sonrasi ikinci aksotomileri bir
UV laser iinitesi iceren Ozel bir invert mikroskop sistemi (PALM Microbeam) ile
gerceklestirildi (Sekil 3.5). Mikroskopta bulunan laser iinitesi 337 nm dalga boyunda,
her biri 3 ns siliren ve yaklagik olarak 300 pwJ enerji salan darbeler iiretmektedir. Laser
aksotomileri sirasinda 63X kuru faz kontrast objektif (Achroplan N.A. 0.75, Zeiss
Almanya) ve laser 1ginlarini, mikroskobu ve mikroskoba bagli olan CCD kameray1
kontrol eden bilgisayar sistemi kullanildi.

Aksotomi, laser mikrodiseksiyon mikroskobu (Zeiss Axiovert 200) kullanilarak
yapildi. Aksotomisi yapilacak olan néronlar dncelikle zaman aralikli mikroskop sistemi
(Cell Observer-Zeiss)  kullanilarak se¢ildi, pozisyonlar: belirlenerek kaydedildi.
Kaydedilen pozisyonlarin koordinatlar1 Petri kab1 kapagina isaretlendi bu sayede laser
mikrodiseksiyon mikroskobunda se¢ilen néronlar daha kolay bulunabildi. Aksotomi igin
sec¢ilen noronlarin ve aksonlarinin saglikli olmasina dikkat edildi. Akson uzunluklar1 en
az 100 um olan noronlar se¢ildi. Miimkiin olan en diisiik enerji diizeyinde (% 65) akson
kesimi yapildi. Kiiltiir vasatinda olusabilecek pH degisikliklerini (alkali) 6nlemek

amaciyla preparatlar aksotomi islemi etiiv disinda i¢in 30 dakikadan fazla tutulmadi.

Sekil 3.5. PALM Mikrolaser Sistemi.
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3.2.6.2. Sartlanan hiicrelerin tripsinle ikinci aksotomi deneyleri

L4-L5 arka kok ganglion kiiltlirii yapilarak laminin kapli Petri kabina ekildi.
Hiicrelerin ii¢ giin boyunca etiivde sartlanmalar1 saglandi. Uciincii giiniin sonunda
kiiltiirtin vasat1 uzaklagtirildi. Kiiltiire 500 pl tripsin eklendi ve 25 dakika etlivde inkiibe
edildi. Tripsinin etkisiyle tabandan ayrilan hiicreler taze vasatla yikandi ve tripsin
inhibitori eklenerek kalan enzim aktivitesi inhibe edildi. Hiicre siispansiyonu laminin
kapli yeni bir Petri kabina ekilerek vasat 1,5 ml‘ye tamamlandi ve prepatlar 48 saat

boyunca goriintiilendi (Sekil 4.35).

3.2.7. LIF’in sartlandirma etkisindeki roliiniin arastirilmasi

Bu boliimde yapilan deneyler Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

3.2.7.1. Kontrol deneyleri
In vitro néron sartlandirma deneyleri kiiltiir vasatina LIF eklenerek (50 ng/ml)
yapild1. Ugiincii giiniin sonunda LIF uzaklastirilarak laminin kapli Petri kabina hiicreler

ekildi ve 48 saat boyunca gozlendi (Sekil 4.38).

3.2.7.2. In vitro sarth hiicreler ve aksotomi deneyleri
LIF ile birlikte ii¢ giin boyunca hiicreler sartlandi {igiincii giiniin sonunda LIF
uzaklastirilarak hiicreler laminin kapli Petri kabina ekildi. Ekimden 24 saat sonra ikinci

aksotomi yapilarak hiicreler 48 saat boyunca gozlendi (Sekil 4.44)

3.2.7.3. Sartsiz hiicre kiiltiirii ve aksotomi deneyleri
L4-L5 arka kok ganglion kiiltiirii yapilarak 50 ng/ml miktarinda LIF ile birlikte
24 saat etiivde bekletildi 24 saatin sonunda aksotomi yapilan hiicreler 48 saat takip

edildi (Sekil 4.47).

3.2.7.4. Tim arka kok ganglionlarimi sartlandirma deneyleri
L4-L5 arka kok ganglionlar1 ¢ikarilarak 50 ng/ml miktarinda LIF ile birlikte ii¢

giin boyunca sartlandirildi. Ugiincii giiniin sonunda ganglionlar ayristirilarak kiiltiirii
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yapildi (ikinci aksotomi). Ekimden sonra 48 saat boyunca akson rejenerasyonu gozlendi

(Sekil 4.41).

3.2.7.5. LIF inhibisyon deneyleri

3.2.7.5.1. Kontrol deneyleri
L4-L5 arka kok ganglion kiiltlirii yapildi vasata 1 pl/ml miktarinda anti-LIF

antikoru (aLIF) eklenerek silikon kapli saat caminda 3 giin boyunca sartlanmalari

saglandi. 3. giiniin sonunda oLIF uzaklastirilarak, hiicreler Petri kabina ekildi ve 48 saat

boyunca gozlendi (Sekil 4.50).

3.2.7.5.2. in vitro sarth hiicreler ve aksotomi deneyleri

L4-L5 arka kok ganglion kiiltiirii yapildi vasata 1 pl/ml miktarinda oLIF
eklenerek silikon kapli saat caminda 3 giin boyunca sartlanmalar1 saglandi. 3. giiniin
sonunda aLIF uzaklastirilarak hiicreler ekildi. Bir giin sonra laser mikrodiseksiyon

mikroskop sistemiyle bu ndronlarin uzayan aksonlar1 kesildi 48 saat boyunca goriintii

alind1 (Sekil 4.53).

3.2.7.5.3. In vitro sarth hiicrelere siirekli o—LIF uygulamas: deneyleri

L4-L5 arka kok ganglion kiiltiirii yapildi vasata 1 pl/ml miktarinda oLIF
eklenerek silikon kapli saat caminda 3 giin boyunca sartlanmalari saglandi. Ugiincii
giinliin sonunda hiicreler Petri kabina aktarildi, eksilen aLIF tamamlanarak 48 saat

boyunca goriintiileme yapildi (Sekil 4.56).

3.2.7.5.4. Tiim arka kok ganglionlarim sartlandirma deneyleri:

L4-L5 arka kok ganglionlari ¢ikarilarak ayristirllmadan 1 pl/ml miktarinda oLIF
ile birlikte 3 giin boyunca sartlandirildi. Ugiincii giiniin sonunda ganglionlar
ayrigtirilarak kiiltiirii yapildi (ikinci aksotomi). Ekimden sonraki 48 saat boyunca akson

rejenerasyonu goriintiilendi (Sekil 4.59).

3.2.7.6. LIF ile NGF arasindaki karsilikh iliskinin arastirilmasi deneyleri
Ayristirma asamalart sirasinda kullanilan tiim vasatlarda 50 ng/ml NGF

bulundurularak kiiltiirii yapilan néronlar 3 giin boyunca in vitro sartlandirildilar. Ugiincii
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giiniin sonunda hiicreler Petri kabina ekildiler. Ekimden 1 saat sonra preparatlar

paraformaldehid ile tesbit edilerek LIF ve LIF reseptdr immiinositokimya islemlerinden

gecirildiler.

Cizelge 3.2. Deney modelleri.

Sartlandirma Modelleri

Aksotomi Modelleri

Sartlandirmaya LIF
Etkisinin Arastirilmasi

Modelleri

1.In vivo sartlandirma
deneyleri
2. Sartl siyatik parcalariyla
kokiiltiir deneyleri
3.In vitro sartlandirma
deneyleri
In vitro sartlandirmanin
etkinliginin arastirilmast
deneyleri

a. Calcein deneyleri

b. Lucifer Saris1 deneyleri

c. Dekstran deneyleri

4. Normal (sartlanamis)
siyatik parcalartyla kokiiltiir
deneyleri

5.Arka kok ganglionlarini
biitiin olarak in vitro

sartlandirma deneyleri

1. PALM mikrolaser sistemi
ile aksotomi
2. Tripsin muamelesi ile

ikinci aksotomi

1.Kontrol deneyleri

2.In vitro sartl hiicreler ve
aksotomi deneyleri

3.Sartsiz hiicre kiiltiirii ve
aksotomi deneyleri

4.Tiim arka kok ganglionlarini

sartlandirma deneyleri

5.LIF inhibisyon deneyleri
a.Kontrol deneyleri
b.In vitro sartl: hiicreler ve
aksotomi deneyleri
c.Invitro sartl hiicrelere
siirekli o—LIF’in
uygulamasi deneyleri:
d.Tiim arka kok
ganglionlarini sartlandirma
deneyleri

6.LIF ile NGF arasindaki

karsilikli iliskinin arastirilmasi

deneyleri
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3.2.8. Immunohistokimya deneyleri

Bu baglik altinda yapilan deneyler Cizelge 3.3’de 6zetlenmistir.

3.2.8.1. Tespit islemi

Immunohistokimyasal ~calismalar swrasinda  iki farkli  tespit ydntemi
kullanilmustir. Tk yontemde kiiltiir vasat1 uzaklastirildi ve oda sicakliginda fosfat tuz
tamponu (PBS) ile 2 defa yikandi. Ardindan hiicreler yine oda sicakliginda % 4’liik taze
paraformaldehit ile 15 dakika boyunca tespit edildi. PBS ile 2 defa yikama yapildiktan
sonra Petri kabina blok solusyonu (%3 BSA, %0,1 Triton X, %0,1 sodyum azid, %]l
tavuk serum ile hazirlandi) eklenerek 30 dakika buzdolabinda bekletildi.

Ikinci yontemde ise tespit islemi arka kok ganglionlarma bir biitiin olarak
uygulandi ve ardindan alinan kesitlerde immiinohistokimyasal boyama yapildi.
Farelerin sirt bolgesi kostalarla birlikte ¢cok hizli bir sekilde ¢ikarildi ve %4 liikk soguk
paraformaldehitte 1 saat bekletildikten sonra PBS ile yikandi. Ardindan L4-L5 arka kok
ganglionlar1 mikroskop altinda c¢ikarildi ve %30’luk siikroz ¢ozeltisinde bir gece
bekletildi. Ertesi giin ganlionlardan dondurup kesit alma (frozen section) teknigi ile
kesitler alindi1. Oncelikle arka kok ganglionlar1 zel bir matriks (Kriomatriks Killik 05-
9801) i¢ine gomiildii. Leica CM 1900 model mikrotomla, -20 C”de 10 um kalinhiginda
kesitler alind1 ve kesitler poly-I-lizin kapl 6zel lamlara (Manzel) tutturuldu. Kesitlerin
etrafi hidrofobik kalemle cevrildikten sonra blok soliisyonunda oda sicaklifinda 1 saat

bekletildi.

3.2.8.2. Primer antikor uygulamasi

Iki farkli primer antikor kullamildi. o—~LIF ve a~LIFRB antikorlar1 sulandirma
solusyonu (%3 BSA, %] tavuk serum, %0,1 sodyum azid, %0,1 Tween 20 ) ile 1/100
olarak hazirlandi. Hem hiicreler hem de kesitler 50 pl a—LIF, 40 ul o—LIFRp ve 100 pl
PBS ile bir gece buzdolabinda nemli bir kutu iginde bekletildi. Primer antikor

uygulamasindan sonra 5 kez PBS ile yikama yapildi.
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3.2.8.3. Sekonder antikor uygulamasi

Alexa 488 tavuk anti-kec¢i IgG’si ve Alexa 594 tavuk anti-tavsan IgG’si olmak
tizere iki farkli sekonder antikor ayni anda kullanildi. Sekonder antikorlar kullanilmadan
once 1/100 oraninda sulandirma solusyonuyla sulandirildi ve preparatlarin iizerine her
birinden 50 pl kondu. Buzdolabinda, nemli bir kutuda 3 saat inkiibasyondan sonra

preparatlar 5 kez PBS ile yikand1 ve goriintiillenmek {izere lamel ile kapatildi.

3.2.8.4 Iimmunohistokimya deney tanimlar

Iki farkli grupta immunohistokimya deneyleri yapildi. ilk grup deneylerde arka
kok ganglionlarinin kesitleri LIF ve LIF reseptdr immunohistokimyasi yapildi. Ikinci
grup immunohistokimya deneyleri ise ayristirildiktan sonra petri kabina ekilen arka kok

ganglion ndronlart ile yapildi.

3.2.8.4.1. Arka kok ganglion kesitlerinde yapilan immunohistokimya deneyleri

Bu calismada dért farkli grup deney yapildi. Oncelikle kontrol grubu deneyde
L4-L5 arka kok ganglionlari herhangi bir in vivo sartlandirma c¢aligmasi olmaksizin
cikarildi, kesitleri alimarak LIF ve LIF reseptor immunohistokimyasi1 yapildi. Siyatik
sinirleri kesilerek farkli siirelerde in vivo sartlandirilan arka kok ganglion kesitlerinin
immunohistokimyast yapildi. Sirasiyla 3 giin, 3 saat ve 1 saat in vivo ortamda
sartlandirilan L4-L5 arka kok ganglionlar1 ¢ikarilarak kesitleri alindi, LIF ve LIF

reseptdr immunohistokimyas1 yapildi.

3.2.6.4.2. Hiicre kiiltiirleriyle yapilan immunohistokimya deneyleri

Bu calismada ise bes farkli grup deney yapildi. Oncelikle herhangi bir sartlanma
modeli uygulanmayan kontrol grubu  hiicrelerin LIF ve LIF reseptor
immunohistokimyasi1 yapildi. Siyatik sinirleri kesildikten sonra in vivo ortamda 3 giin
sartlandiktan sonra ayrigtirilan arka kok ganglion noronlarinin LIF ve LIF reseptor
immunohistokimyasi yapildi. In vitro ortamda sartlandiktan sonra Petri kabmna alman
noronlarin ve anti-LIF ile in vitro olarak sartlandirilan néronlarin LIF ve LIF reseptor
immunohistokimyas1 yapildi. In vitro ortamda biitiin olarak 3 giin sartlandiktan sonra
aynistirilarak Petri kabina ekilen ndronlarin LIF ve LIF reseptor immunohistokimyasi

yapild.
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Cizelge 3.3. Immunohistokimyasal deney modelleri.

Arka kok ganglion Kesitlerinde yapilan Hiicre kiiltiirleriyle yapilan

immunohistokimya deneyleri immunohistokimya deneyleri

1. Arka kok ganglion kesitlerinin LIF ve 1. Kontrol grubu hiicrelerin LIF ve LIF
LIF reseptor boyamasi reseptr boyamasi

2. 3 giin in vivo ortamda sartlandirilan 2. In vivo ortamda sartlanan hiicrelerin
arka kok ganglion kesitlerinin LIF ve LIF ~ LIFve LIF reseptor boyamasi

reseptor boyamasi

3. In vivo ortamda 3 saat sartlanan arka 3. In vitroda sartlanan hiicrelerin LIF ve
kok ganglion kesitlerinin LIF ve LIF LIF reseptor boyamasi

reseptor boyamasi

4. In vivo ortamda 1 saat sartlanan arka 4. Anti lif ile in vitroda sartlanan

kok ganglion kesitlerinin LIF ve LIF hiicrelerin LIF ve LIFreseptor boyamast.
reseptor boyamasi

5. Biitiin olarak sartlandiktan sonra
ayristirilan arka kok ganglion néronlarinin

LIF ve LIF reseptor boyamasi

3.2.9. Mikroskobik goriintilleme ve goriintii analizleri

3.2.9.1. Zaman aralikh mikroskopi (Time Lapse) ile goriintiilleme

Hiicre kiiltiiriiyle in vitro ortama alinan ndronlar zaman aralikli mikroskopi
sistemiyle (Cell Observer-Zeiss) gozlendi (Sekil 3.6). Calisma siiresince goriintiileme
araligi 15 dakika olarak belirlendi ve ndronlar 48 saat boyunca siirekli olarak
goriintiilendi. Goriintiileme sirasinda 10X biiyiitmeli bir objektif kullanildi.

Sistem motorize bir invert mikroskop (Axiovert 200M) ve tiim fonksiyonlar
kontrol edilip programlanabildigi bilgisayar ve yazilimindan olugmaktadir. Mikroskop
tizerinde bulunan dijital kamera ile aliman goriintiler bilgisayar ortamina
aktarilabilmektedir. Tablo iizerinde bulunan ve preparatin igine yerlestirildigi
inkiibasyon kutusu destek {initeler sayesinde hiicreler i¢in fizyolojik sartlar1 saglayacak
atmosfer sartlarin1 saglamaktadir (37 °C, %5 CO,, nem). Sistemde kullanilan bilgisayar

programi (Axiovision 3.1) mikroskobun tiim fonksiyonlarmnin bilgisayar ortaminda
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diizenlenebilmesine olanak saglamaktadir. Bu programla preparatlarin x, y, z
koordinatlar1 ile birlikte cesitli pozisyonlar kaydedilebilir ve; goriintii alma araligi,
siiresi ile goriintii ozellikleri (renk ayari, parlaklik, ¢oziiniirlilk gibi) ayarlanabilir.
Goriintii alinirken ve iki goriintli alimi1 arasinda objektifler, filtreler ve 151k ayar1 gibi
calismanin ozelligine gore daha oOnce kaydedilen bu oOzellikler otomatik olarak
degistirilebilir. Ayrica bu programda hiicreleri canli olarak bilgisayar ortaminda izleme
olanagi da bulunmaktadir. Goriintiilenen pozisyonlar 6zel bir formatla (zvi) depolanir ve
daha sonra bu goriintiiler birlestirilerek film haline getirilebilir (Oztiirk ve Erdogan,

2004).

Sekil 3.6. Zaman aralikli mikroskopi sistemi.

3.2.9.2. Goriintii analizleri

Goriintli analizleri, her saat i¢in akson uzunluklar 6lgiilerek yapildi (Sekil 3.7).
Akson uzama hizlar1 hesaplanarak hiz profilleri ¢ikarildi. Hiz birimi olarak pm
kullanildi. Genel akson rejenerasyon aktivitesini daha iyi ifade edebilecek bir gosterge
olarak “rejenerasyon indeksi” hesaplandi. Bu deger, inkiibasyonun baslangicinda
gorlintiilenmeye baglanan néronlardan icinde analizi yapilan zaman aralifinda

rejenerasyon yapanlarin orani ile ayni zaman araliginda rejenere olan tiim aksonlarin
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ortalama uzama hiz1 ¢arpilarak bulundu ([rejenerasyon gosteren ndron sayisi/toplam
néron sayisi] x ortalama rejenerasyon hizi). Rejenerasyon aktivitesi birimi
bulunmamaktadir. Saatlik olarak hesaplanan uzama hizlar1 daha sonra analiz kolayligi
icin licer saatlik ortalamalara doniistiiriilerek istatistiksel analize tabi tutuldu. Her deney
grubu icin en az 30 néronun akson uzamasi analiz edildi. Uzunluk birimi olarak pum

kullanildi.

Sekil 3.7. Akson uzunlugu ve néron alani 6lgiimii.

3.2.9.3. Laser taramali konfokal mikroskopta immunohistokimyasal preparatlarin
goriintiilenmesi
Immunohistokimyasal olarak boyamasi yapilan preparatlar confocal laser
taramali mikroskop ile goriintilendi (Zeiss LSM 510 META) (Sekil 3.8).
Goriintiilemeler i¢in argon (488 nm) ve helyum-neon (543 nm) laserleri kullanildi.
Cogu preparatlarin goriintiilenmesinde immersiyon yaglh 40x ve 63x biyiitmeli

objektifler kullanildi.
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Sekil 3.8. Laser taramal1 konfokal mikroskop sistemi.

3.2.9.4. Floresan goriintii analizleri
Laser taramali konfokal mikroskopla alinan floresan goriintiler LSM 3.0

yazilimi ile analiz edildi. Analizlerde floresan parlaklik ve hiicre alan 6l¢iimleri yapildi.

3.2.10. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 yazilimi ile gergeklestirildi. Oncelikle verilerin
dagilimlar1 Kolmogorov-Simirnov testi ile analiz edildi. Bunun sonucuna gore gruplar
arasi karsilagtirmalar i¢in parametrik ve parametrik olmayan testler kullanildi. Bunlar
LSD posthoc karsilagtirmasiyla birlikte ANOVA, Student t-testi, Kruskal Wallis ve
Mann Whitney U testleriydi. Ayrica ¢esitli gruplar arasindaki iliskileri irdelemek i¢in
Pearson korelasyon analizi ve gruplar arasindaki orantisal farklar1 analiz etmek i¢in ki-

kare testi yapildi.



4.BULGULAR

4.1. Rejenerasyon Hiz ve Aktivitesinin Zamansal Analizi

4.1.1. Kontrol grubu

Herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu ndronlarin
rejenerasyon hizlarinin 33. saate kadar kademeli olarak arttigi, 33 ile 39. saatler arasinda
bir azalma oldugu, ikinci hiz artisinin 40 ile 45. saatler arasinda meydana geldigi, en
yiiksek rejenerasyon hizina 45. saatte ulastigi ve 45. saatten sonra bu hizin tekrar
azaldig1 belirlendi. (Sekil 4.1). Rejenerasyon aktivitesinin ise 33. saate kadar kademeli
bir artis gosterdikten sonra 48. saate dogru diizensiz bir azalma egiliminde oldugu

gozlendi (Sekil 4.2).

30 - um/saat
25
20
15
10 -
5 |
0

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

=&— kontrol grubu ndronlar

Sekil 4.1. Kontrol grubu néronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

25
20 |
15 |

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—&— kontrol grubu néronlar

Sekil. 4.2. Kontrol grubu ndéronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.3. Kontrol grubu néronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.2. In vivo sartlanma deneyi

Siyatik sinir kesisinden 3 giin sonra ¢ikartilip ayristirilan arka kok ganglion
ndronlarmin rejenerasyon hizlarinin ilk 12 saatte arttiktan sonra 36. saate kadar daha
stabil kaldig1 ve 48. saate dogru diizensiz bir sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil.4.4). Bu
gruptaki noronlarin rejenerasyon aktivitesinin ise 10. saate kadar diizensiz bir artis
sergiledigi, aktivitenin 14. saate kadar azaldiktan sonra hizli bir artisa gegerek en yiiksek
aktivite degerine 25. saatte ulastig1 ve 25. saatten sonra aktivitenin diizensiz bir sekilde

azaldig1 belirlendi (Sekil 4.5).

25 - pm/saat

20 -

15

10 -

1-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

= in vivo ortamda gartlanan ndronlar saat

Sekil. 4.4. In vivo ortamda sartlanan ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—@— in vivo ortamda sartlanan néronlar

Sekil. 4.5. in vivo ortamda sartlanan ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.6. In vivo ortamda sartlanan ndronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.3. Sarth siyatik parcalariyla kokiiltiir deneyi

Sartl siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan néronlarin rejenerasyon hizinin ilk 9
saatte hizli bir artistan sonra 30. saate kadar Once azalan daha sonra kademeli olarak
artan bir davranig sergiledigi, 48. saate dogru ise azalma egiliminde oldugu goézlendi
(Sekil 4.7). Bu grupta ilk 24 saati agkin bir siire boyunca diizenli bir sekilde artan bir
rejenerasyon aktivitesi gdzlendi. ikinci 24 saat boyunca daha stabil, ancak azalma

egiliminde olan bir aktivite izlendi (Sekil 4.8).

35 | ym/saat
30
25 -
20
15 |
10
5
0

1-3 4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—a—sarth siyatik parcalariyla kokulturt yapilan néronlar

Sekil 4.7. Sartli siyatik pargalariyla kokdiltiirii yapilan noronlarin rejenerasyon hizi

grafigi.

1-3 4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—a— sarth siyatik parcalariyla kokulturd yapilan ndronlar

Sekil 4.8. Sarth siyatik pargalariyla kokiiltiirii yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitesi

grafigi.
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Sekil 4.9. Sarth siyatik parcalariyla kokiiltiiri yapilan néronlarin her 8 saatte bir
alman goriintiileri.
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4.1.4. In vitro sartlandirma deneyi

In vitro sartlanan néronlarim ilk saatlerde rejenerasyona hizli basladiktan sonra
48. saate kadar bu hizin diizensiz bir sekilde azaldigi gozlendi (Sekil 4.10).
Rejenerasyon aktivitesinin ise ilk saatlerde yliksek oldugu daha sonra bu aktivitenin 48.

saate dogru kademeli olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.11).

35 Mm/ saat
30 -
25 -
20 -
15
10 -
5
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat

== in vitro sartlanan néronlar

Sekil 4.10. In vitro ortamda sartlanan noronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

25

20

15 |

10 |

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—Jl—in vitro sartlanan néronlar

Sekil 4.11. In vitro ortamda sartlanan ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.12. In vitro ortamda sartlanan ndronlarin her 8 saatte bir alian goriintiileri.
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4.1.4.1. In vitro sartlandirma deney modelinin etkinliginin arastirilmasi
4.1.4.1.1. Calcein ve propidyum iyodiir deneyi

In vitro ortamda sartlanma sirasinda bir araya gelerek kiime olusturan arka kok
ganglion ndronlar1 calcein ve PI ile boyanarak canli ve 6lii hiicreler goriintiilendi. Noron
grubunda kuvvetli calcein boyanmasi (yesil) yliksek canliliga isaret ediyordu; PI ile
kirmiz1 renge boyanan ¢ekirdeklerin genellikle ¢ok kii¢iik oldugu ve muhtemelen satellit

hiicrelerine ait oldugu gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Laser taramali konfokal mikroskopta canli olarak goriintiilenen in vitro

sartlanmis noronlarin transmisyon (A), calcein (B), PI (C) ve calcein + PI
(D) goriintiileri. Yesil renk, calceinle boyanmis canli hiicreleri, kirmizi ise

oli hiicrelerin ¢ekirdeklerini isaretlemektedir.
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Girdigi hiicrelerin her tarafina niifuz eden calcein canli hiicrelerin aksonal
uzantilari da goriiniir hale getirmektedir. Incelenen preparatlarda, kiime halindeki
noronlarin yaklasik her 100 tanesinden birinin komsu noéronlarin iizerine akson uzattigi
gbzlendi (Sekil 4.14). Bu, daha sonra ekilecek ve 48 saat boyunca goriintiilenecek bu

ndronlarin ¢ok az bir bdliimiinlin ekim i¢in kiimelerin dagitilmasi sirasinda aksotomi

oldugunu gosterdi.

Sekil 4.14. Laser taramali konfokal mikroskopta canli olarak goriintiilenen in vitro
sartlanmig ndronlarin transmisyon (A), calcein (B), PI (C) ve calcein + PI

(D) goriintiileri. Oklar, iki néronun kiimedeki diger ndronlar iizerine

uzattig1 aksonlar1 gosteriyor.
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4.1.4.1.2. Lucifer saris1 deneyi

In vitro olarak sartlanan hiicrelerin Petri kabma aktarilmadan ©6nce
tiritiirasyonlar1 sirasinda hasarlanip hasarlanmadiklarini, dolayisiyla hesaba katilmayan
bir aksotomiye ugrayip ugramadigini tespit etmek amaciyla lucifer saris1 boyamasi
yapildi. Sonug olarak aksonlar1 hasarlanan néronlarin lucifer sarist boyasini hiicre igine

alarak boyandiklar1 gozlendi (Sekil.4.15).

Sekil 4.15. In vitro ortamda sartlandiktan sonra Petri kabina alinarak boyanan bir

noéronun transmisyon (A) ve Lucifer saris1 (B) goriintiileri.

4.1.4.1.3. Floresan dekstran deneyleri
Lucifer saris1 deneylerindekine benzer sekilde kiiltiir i¢in ayrigtirma isleminin ilk
basamagindan itibaren uygulandiginda néronlarin bu maddeyi aldig1 gozlendi (Sekil

4.16).
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A

Sekil 4.16. Arka kok ganglion ayrigtirmasi sirasinda floresan dekstran alan bir néronun
transmisyon (A) ve floresan dekstran (B) goriintiileri. Bu deneylerde

noronlar az miktarda dekstran aldilar.

Hiicrelerin dekstrant endositoz ile almis olabilecegi ihtimalini test etmek igin

asidik vasatla yapilan deneylerde néronlarin boya almadig1 gézlendi (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. In vitro ortamda sartlandiktan sonra vasat1 asidik yapilarak floresan dekstran

eklenen ve ardindan ekimi yapilan ndronlarin transmisyon (A) ve floresan

dekstran (B) goriintiileri. Bu deneyde noronlar dekstranla boyanmadilar.
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4.1.5. Tim arka kok ganglionlarinin (AKG) aynstirilmadan in vitro
sartlandirilmasi deneyi

Tim arka kok ganglionlarinin in vitro ortamda sartlandiktan sonra ayristirilan

ndronlarmin rejenarasyon hiz ve aktivitesi benzer bir davranmig sergiledi. Hiz ve

aktivitenin ilk 24 saate kadar kademeli olarak arttig1 ikinci 24 saatte ise diizensiz bir

azalma egiliminde oldugu gozlendi (Sekil 4.18, 4.19).

25 - um/saat

20 -[

15

——

——
—r—

10

——
——
|_
_|
|_

——
_|

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar saat

Sekil 4.18. Tiim olarak arka kok ganglionlar1 in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan

ndronlarinin rejenerasyon hizi grafigi.

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
tim olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar

Sekil 4.19. Tiim olarak arka kok ganglionlar1 in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan

ndronlarinin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.20. Tiim arka kok ganglionlar1 in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan

noronlarinin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.6. Sartlanmamus siyatik parcalariyla yapilan kokiiltiir deneyi

Sartlanmamis siyatik parcalartyla birlikte yapilan kokiiltiir néronlarinin
rejenerasyon hizinin ilk 12 saatte hizla arttiktan sonra 48. saate kadar stabil bir hizla
rejenerasyona devam ettikleri goézlendi (Sekil 4.21). Bu grubun rejenerasyon
aktivitesinin ise ilk 12 saatte en az seviyede oldugu ve degismedigi, daha sonra 30. saate
kadar diizenli bir artisin ardindan 48. saate dogru once kademeli daha sonra diizensiz bir

azalma egilimi gosterdigi saptandi (Sekil 4.22).

25 pm/saat
20
15

10 |

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
—-sartlanmamig siyatik pargalariyla kokdlturt yapilan néronlar

Sekil 4.21. Sartlanmamis siyatik pargalariyla birlikte kokiiltlirii yapilan ndronlarin

rejenerasyon hizi grafigi.

20

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

=—Ji— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulttrd yapilan néronlar

Sekil 4.22. Sartlanmamis siyatik parcalariyla birlikte kokiiltiiri yapilan ndronlarin

rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.23. Sartlanmamus siyatik parcalariyla birlikte kokiiltiirti yapilan néronlarin

her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.7. Sarth siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis noronlarin ikinci

aksotomi deneyi

Bu gruptaki néronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitelerinin benzer bir tablo
cizdigi gozlendi. Buna gore; ilk saatlerde az bir artisin ardindan 24. saate kadar
kademeli bir azalmanin oldugu, ikinci 24 saate artan bir hiz ve aktivite ile basladiktan

sonra diizensiz bir azalmanin oldugu gozlendi (Sekil 4.24, 4.25).

20 um/saat
15
10 -
5 ,
-3 4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
— sarth siyatik parcalariyla kokulturt ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.24. Sarthi siyatik pargalariyla kokiiltiiri ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

14 -
12 -
10 -
8 |
6 -

2

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-{18
Saal

—— gartli siyatik pargalariyla kokulttrG ve ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.25. Sarth siyatik parcalartyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.26. Sarth siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamig noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.8. Sartlanmamis siyatik parcalariyla Kkokiiltiirii yapilan sartlanmamis

noronlarin ikinci aksotomi deneyi

Bu gruptaki ndronlarin rejenerasyon hizlarinin ilk 33 saatte diizensiz bir azalma
gosterdigi 42. saate kadar bu hizin bir miktar arttiktan sonra tekrar azalmaya bagsladig:
gozlendi (Sekil 4.27). Bu noronlarin rejenerasyon aktivitelerindeki ilk 24 saatte
gozlenen azalmanin ikinci 24 saatte de kademeli olarak devam ettigi saptandr (Sekil

4.28).

18 -
16 -
14 -
12 -

pm/saat

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 1921 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—&—sartlanmamis siyatik pargalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.27. Sartlanmamis siyatik parcalartyla kokdiltiirii ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamis néronlarin rejenerasyon hizi grafigi rejenerasyon hizi grafigi.

1-3  4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—o— sartlanmamig siyatik parcalariyla kokulturd ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.28. Sartlanmamis siyatik parcgalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri yapilan

sartlanmamig noronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.29. Sartlanmamis siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomileri

yapilan sartlanmamis ndéronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.9. In vitro sartlanan néronlarin ikinci aksotomi deneyi

Bu gruptaki noronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitesi benzer bir tablo ¢izdi. Ilk
18 saatte hiz ve aktivitenin diizensiz bir azalma davranisi sergiledikleri, daha sonra 30.
saate kadar kademeli olarak arttiktan sonra tekrar diizensiz bir azalmanin oldugu

gozlendi (Sekil 4.30, 4.31).

16 - uym/saat
14
12 -
10

1-3  4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

. e .. " saat
—jl—-in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.30. In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan néronlarin

rejenerasyon hizi grafigi.

1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

——in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlar

Sekil 4.31. In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan néronlarin

rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.32. In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri yapilan

noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.10. Sartlanan hiicrelerin tripsinle ikinci aksotomi deneyi

Bu gruptaki noronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitelerinin benzer olduklar
gbzlendi. Rejenererasyon hiz ve aktivitesinin ilk 12 saat arttig1 daha sonra stabil ancak

azalma egiliminde olduklar1 gozlendi (Sekil 4.33., 4.34).

18 -
16
14
12
10 -

um/saat

1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—— sartlandiktan sonra tripsinleikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.33. Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan ndronlarin

rejenerasyon hizi grafigi.

1-3  4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
—— sartlandiktan sonra tripsinle ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.34. Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan ndronlarin

rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.35. Sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri tripsinle yapilan ndéronlarin her 8

saatte bir alinan gortintiileri.
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4.1.11. LIF’in sartlandirma etkisindeki roliiniin arastirilmasi

4.1.11.1. Kontrol deneyi

Bu gruptaki néronlarin rejenerasyona hizli basladigi ancak daha sonra bu hizin
diizensiz bir sekilde azaldigi gozlendi (Sekil 4.36). Bu néronlarin rejenerasyon
aktivitesinin de rejenerasyon hizi gibi yiiksek seviyede basladiktan sonra 48. saate

dogru kademeli olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.37)

30 ., um/saat
25 - I
L T T T
20 T ~T7 T~ T T
1
15 o4 IN_ A1 l i |
1
10 - - 1 1
T
5 L
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 1921 22-24 2527 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar saat

Sekil 4.36. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin rejenerasyon

hiz1 grafigi.

30

25 T

20 1 T

5 T ~ T T -

o L
L 1 T T -
10 + =) U
5 n T TNg— _
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

. . . . . %at
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar

Sekil 4.37. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin rejenerasyon

aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.38. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarm her 8 saatte

bir alinan goriintiileri.
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4.1.11.2. Tiim arka kok ganglionlarim sartlandirma deneyi

Bu gruptaki noronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitesinin birbirine benzer bir
tablo ¢izdikleri gozlendi. ilk 21 saatte hizin aktiviteye gore biraz daha diizensiz bir artis
gosterdigi, daha sonra 48. saate dogru rejenerasyon hiz ve aktivitesinin diizensiz bir

azalma egiliminde olduklar1 gozlendi (Sekil 4.39, 4.40).

25 - pm/saat

20 T T 'l'

by [ 1T DIN DN s .
10 J_ - J_ J_ < 1 ® 1
5 | L

0 : : : : : : : : : : : : : : : |

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

LIF takviyesiyle tiim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.39 Tiim arka kok ganglionlarinin LIF takviyesiyle in vitro ortamda sartlandiktan

sonra ayristirtlan ndronlarinin rejenerasyon hizi grafigi.

20
15 - T 1T T
1T
T L T Tl 7 1 7
10 - L 1 1L 1
T 1 L4
5 _ L J.
To-
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
LIF takviyesiyle tiim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar ~ saat

Sekil 4.40. Tim arka kok ganglionlarin LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayrigtiritlan noronlarinin rejenerasyon aktivitesi

grafigi.
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Sekil 4.41. Tim arka kok ganglionlarinin LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarinin her 8 saatte bir alinan
goriintiileri.
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4.1.11.3. in vitro sarth hiicreler ve aksotomi deneyi

Bu gruptaki ndéronlarin rejenerasyon hizlarinin 39. saate kadar stabil oldugu, 39.
saatte ani bir artisin ardindan hizin kademeli olarak azaldig1 gézlendi (Sekil 4.42). Bu
noronlarin rejenerasyon aktivitesinin ise yiiksek seviyede basladiktan sonra diizensiz

olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.43).

25 | ym/saat
20
15 -
10 -
57 X]
1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
UFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.42. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci aksotomisi

yapilan néronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

12 4

10

s
1o

-3 4-6 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
aat

UFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar®

Sekil 4.43. in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci aksotomisi

yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.44. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapildiktan sonra ikinci
aksotomisi yapilan néronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.11.4. Sartlanmamus hiicre Kkiiltiirii ve aksotomi deneyi

Bu gruptaki ndronlarin rejenerasyon hizinin ilk saatlerde diizensiz bir tablo
cizdigi, 18. saatte ani bir artisin ardindan yine diizensiz bir hiz sergiledigi ve 48. saate
dogru hizin kademeli olarak azalmaya basladig1 gozlendi (Sekil 4.45). Bu noronlarin
rejenerasyon aktivitesinin ise; ilk 15 saatte ani bir sekilde azaldiktan sonra 21. saate

kadar arttig1 ve daha sonra aktivitenin kademeli olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.46).

30 - um/ saat
25
- T T | T
15 I =z
l L 1IN
0 T 0 T 171 |
1 1 J_ T
3 |
1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 1921 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
LFile inkGibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat
Sekil 4.45. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan sartlanmamis
noronlarin rejenerasyon hizi grafigi.
25
20 .|.
15
L7 Il I _
10 I 1 o~ [T T
5 L 1>~z _
J. J— - -
0 T T 3 EE—" T T T T T T T T T - T T —
1-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
LIF ile inkibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat

Sekil 4.46. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan sartlanmamis

noronlarin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.47. LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan sartlanmamas
noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.12. LIF inhibisyon deneyleri

4.1.12.1 Kontrol deneyi
Bu gruptaki ndronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitesinin benzer bir tablo ¢izerek;

baslangicta yliksek seviyede olan hiz ve aktivitenin stabil, ancak azalma egiliminde

olduklar1 gézlendi (Sekil 4. 48, 4.49).

30 pm/ saat
25
20 -
15
10 |

5

0

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=@ in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.48. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin

rejenerasyon hizi grafigi.

30
25 |
20 |
15
10 |

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

o . . " saat
—@— in vitro sartlanma sirasinda a-LIF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.49. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin

rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.50 In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlar her 8
saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.12.2. in vitro sarth hiicreler ve aksotomi deneyi
Bu gruptaki noronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitesinin benzer oldugu ve
oldukca diizensiz bir tablo ¢izerek 48. saatte dogru azalma egiliminde olduklar1 gozlendi

(Sekil 4.51, 4.52).

20 | pym/saat

18 - T
16 -
14
12 -

10 -

T T
4 _ T 1
A N AV

o

| |

—

——
—

F4

T
L

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
a-LIFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlar

Sekil 4.51. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan

noronlarin rejenerasyon hizi grafigi.

14
12 -
T . -
10 R x
8 | =
6 - - \_ B
4 | £ 4
2 =
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
. . . e . . . . Qat
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.52 Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan

noéronlarin ayristirilan ndronlarinin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.53. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan
noronlarin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.1.12.3. In vitro sarth hiicrelere siirekli a—LIF uygulamasi deneyi
Bu gruptaki ndronlarin rejenerasyon hizinin 48 saat boyunca stabil oldugu (Sekil
4.54), aktivitesinin ise 48 saat boyunca stabil ancak azalma egiliminde oldugu goézlendi

(Sekil 4.55).

12 1 i/ saat

10 - 'I'

»
1
'_
HH
'_
'_
'_
_|
'_
i
'_
—~
——
——

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

. . . saat
surekli olarak a-UF uygulanan noronlar

Sekil 4.54. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sartli néronlarin rejenerasyon hizi

grafigi.

z g

=
A
-

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
surekli olarak a-LIF uygulanan néronlar saat

Sekil 4.55. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sartlhi néronlarin rejenerasyon

aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.56. Siirekli olarak anti-LIF uygulanan in vitro sartli ndronlarin her 8 saatte
bir alinan goriintiileri.
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4.1.12.4. Tiim arka kok ganglionlarim sartlandirma deneyi
Bu gruptaki ndronlarin ilk 21 saat rejenerasyon hiz ve aktivitesinin kademeli
olarak arttiktan sonra ikinci 24 saatte diizensiz bir hiz ve aktivite davranis1 gosterdikleri

saptandi (Sekil 4.57, 4.58)

20 | pm/saat

15 -
10

/H/V{\H/ /{\}/ %

5

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
== a-LFile tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.57 Tiim arka kok ganglionlarinin anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan

sonra ayristirilan ndronlarinin rejenerasyon aktivitesi grafigi.

4
1

N
I
I.
t

0 T T T T T T T T T T T T T 1l
1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

a-UFile tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar saat

Sekil 4.58. Tiim arka kok ganglionlarin anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan

sonra ayristirilan ndronlarinin rejenerasyon aktivitesi grafigi.
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Sekil 4.59.Tiim arka kok ganglionlarinin anti-LIF ile in vitro ortamda sartlandiktan
sonra ayristirilan ndronlarinin her 8 saatte bir alinan goriintiileri.
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4.2. Sartlandirma Hasar1 Deney Gruplarinin Karsilagtirmali Analizleri

Nitelik acisindan; karsilastirilmalart arastirilan sartlandirma etkisi i¢in, agiklayict
olabilecek gruplar arasinda ikili karsilastirmalar yapildi. Deney gruplar1 arasindaki fark
P<0.05’e gore istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda in vivo ortamda sartlanan ndronlarin
rejenerasyona daha hizli basladiklari, kontrol grubu noéronlarin hizlarinin ise kademeli
olarak artarak 24. saatte bu iki grubun hizlarinin esit seviyeye ulastig1 ve ikinci 24 saatte
ise bu iki grubun hizlarinin benzer bir davranis sergiledigi gézlendi (Sekil 4.60). Bu iki
grubun rejenerasyon aktiviteleri karsilastirildiginda: yine in vivo sartlanan noronlarin
kontrol grubu noronlara oranla ilk 24 saat yiiksek bir aktivite sergiledigi, ancak bu

aktivitenin ikinci 24 saatte azaldig1 gozlendi (Sekil 4. 61).

30 - ym/saat
25
20 -
15
10 -

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46—18
Saal

=@— kontrol grubu néronlar =i—in vivo ortamda sartlanan néronlar

Sekil 4.60. Kontrol grubu hiicrelerle in vivo ortamda sartlanan néronlarin rejenerasyon

hizlarinin kargilagtirmali grafigi (*: p<0.05).
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25 -

-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
—@— kontrol grubu néronlar = in vivo ortamda sartlanan ndronlar

Sekil 4.61. Kontrol grubu hiicrelerle in vivo ortamda sartlanan néronlarin rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).

Kontrol grubu néronlar ile in vitro ortamda sartlanan néronlarin rejenerasyon hiz
ve aktiviteleri karsilastirildiginda in vitro sartlanan noronlarin kontrol grubu néronlarin
aksine yiiksek seviyede hiz ve aktivite ile rejenerasyona bagladiktan sonra azaldigi
ancak kontrol grubu ndronlarin ise rejenerasyona diisiikk seviyeli hiz ve aktivite ile
basladig1 fakat daha sonra hiz ve aktivitesinin arttig1 gézlendi. Ayrica bu iki grubun
rejenerasyon hiz ve aktivitesinin 24. saat civarinda esitlendigi saptandi (Sekil 4.62,

4.63).
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13 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=—&— kontrol grubu néronlar == in vitro sartlanan noronlar

Sekil 4.62. Kontrol grubu néronlar ile in vitro ortamda sartlanan noronlarin
rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az

oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamaistir).

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat

=&— kontrol grubu néronlar == in vitro sartlanan ndronlar

Sekil 4.63. Kontrol grubu néronlar ile in vitro ortamda sartlanan néronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1

az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamaistir).

Kontrol grubu noronlar ile sartlanmamis siyatik parcalartyla kokiiltiirii yapilan
ndronlarin hem rejenerasyon hizlarinin hem de rejenerasyon aktivitelerinin benzer bir

tablo sergileyerek; her iki grup néronun da rejenerasyona yavas bir hiz ve aktivite ile
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bagslayarak 48. saate kadar kademeli olarak hiz ve aktivitelerini arttirdiklar1 gézlendi

(Sekil 4.64, 4.65).

30 - um/saat
25
20 -
15 -
10 -

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=—&— kontrol grubu néronlar == sartlanmamis siyatik parcalariyla kokultirl yapilan néronlar

Sekil 4.64. Kontrol grubu néronlar ile sartlanmamis siyatik pargalariyla kokiiltiiri
yapilan noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamastir).

1-3 4-6 7-9  10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

=&— kontrol grubu néronlar == sartlanmamis siyatik pargalariyla kokultrl yapilan néronlar

Sekil 4.65. Kontrol grubu ndronlar ile sartlanmamis siyatik parcalariyla kokiiltiirii
yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmal grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamastir).
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Kontrol grubu ndéronlar ile sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltlirii yapilan
noronlar karsilastirildiginda: bu gruplarin da benzer bir rejenerasyon hiz ve aktivite
davranis1 sergiledikleri gozlendi. Ancak; sartlanmig siyatik parcalariyla kokdiltiirii
yapilan ndronlarin kontrol grubu néronlara gore hizinin daha yiiksek seviyede oldugu,
ilk 24 saatte bu iki grubun rejenerasyon aktivitelerinin esit oldugu, fakat sartlanmis
siyatik pargalariyla kokiiltiirii yapilan noronlarin ikinci 24 saatte kontrol grubu

noronlara oranla daha aktif olduklar1 saptandi (Sekil 4.66, 4.67)

| pm/ saat -

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
=&— kontrol grubu ndronlar —— gartli siyatik parcalariyla kokUlttrt yapilan néronlar

Sekil 4.66. Kontrol grubu noronlar ile sarth siyatik sinir pargalar ile kokiiltiirii yapilan
sartlanmamis noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamastir).
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1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—&— kontrol grubu néronlar —a— gartl1 siyatik pargalariyla kokultlrd yapilan néronlar

Sekil 4.67. Kontrol grubu noronlar ile sarth siyatik sinir pargalar ile kokiiltiirii yapilan
sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi
(*: p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamustir).

Sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan noronlar ile sartlanmamis
siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan néronlarin benzer bir rejenerasyon hizina sahip
olduklar1 gozlendi (Sekil 4.68). Bu iki grubun rejenerasyon aktivitelerinin ilk 24 saat
esit seviyede oldugu, ancak ikinci 24 saatte sartlanmis siyatik pargalariyla kokiiltiirii

yapilan ndronlarin aktivitelerinin daha yiiksek diizeyde oldugu gozlendi (Sekil 4.69).
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1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
—a— gartl1 siyatik parcalariyla kokulturQ yapilan néronlar

= sartlanmamig siyatik parcalariyla kokulttru yapilan néronlar

Sekil 4.68. Sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan ndronlar ile sartlanmamis
siyatik parcalartyla kokiiltiirii yapilan noronlarin rejenerasyon hizlarmin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamaistir).

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—— sartli siyatik parcalariyla kokulttrt yapilan ndronlar saat

—Jli— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulttrG yapilan néronlar

Sekil 4.69. Sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan ndronlar ile sartlanmamis
siyatik  pargalartyla  kokiiltiirii  yapilan  ndronlarin  rejenerasyon
aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az

oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamistir).

Kontrol grubu ndronlar ile arka kdk ganglionlar: biitiin olarak in vitro ortamda

sartlandiktan sonra, ayristirilan ndronlarin 48 saat boyunca benzer hiz ve aktivite ile
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rejenere olduklart ve bu iki grubun rejenerasyon hiz ve aktivitelerinin 24. saatte

esitlendigi gozlendi (Sekil 4.70, 4.71).

30 4 Mm/ saat *
25

*
20

T

15 -

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
=—&— kontrol grubu néronlar

tam olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar

Sekil 4.70. Kontrol grubu noéronlar ile arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda biitiin
olarak sartlandiktan sonra ayristirilan noéronlarin rejenerasyon hizlarmin

karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05).

25 *
20
*
15 * * -
T
10 * T 1 N LN 1 K
h 4 o = L
T E= 2K + L
5 - - — L
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
1-3 4-6 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
==&— kontrol grubu néronlar tim olarak AKGinvitro gartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar

Sekil 4.71. Kontrol grubu noronlar ile arka kok ganglionlar in vitro ortamda biitiin
olarak  sartlandiktan sonra ayristirilan  ndronlarin  rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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In vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro ortamda sartlanan ndronlar
karsilastirildiginda; in vitro sartlanan noronlarin in vivo ortamda sartlanan ndronlara
gore daha yiliksek hiz ve aktivite ile rejenerasyona baslamalarina ragmen, bu hiz ve
aktivitenin azaldigi, bunun yaninda in vivo ortamda sartlanan néronlarin hiz ve
aktivitesinin 48 saat boyunca in vitro sartlanan noronlara oranla daha istikrarli bir tablo

cizdigi gozlendi (Sekil 4.72, 4.73).

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=—@—in vivo ortamda sartlanan néronlar == in vitro sartlanan noronlar

Sekil 4.72. In vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro ortamda sartlanan ndronlarin
rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az

oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamistir).
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25

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
=@ in vivo ortamda sartlanan néronlar == in vitro sartlanan néronlar

Sekil 4.73. in vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro ortamda sartlanan néronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1

az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamaistir).

In vivo ortamda sartlanan néronlarla arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda
biitiin olarak sartlandiktan sonra ayristirilan néronlarin, 48 saat boyunca benzer bir hiz
ve aktivite ile rejenere olduklar1t ve rejenerasyon hizlarmin 36. saatte esitlendigi

gozlendi (Sekil 4.74, 4.75).

25 Mm/ saat
20 - * r T
15 | :|: T T ‘
H i I N
10 t I
1 1 1 1
51 J_ 1l 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
=@ in vivo ortamda sartlanan néronlar saat
tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.74. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla arka kok ganglionlar: in vitro ortamda
biitlin olarak sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarin rejenerasyon

hizinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—@—in vivo ortamda gartlanan noronlar
tam olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar

Sekil 4.75. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla arka kok ganglionlar: in vitro ortamda
biitlin olarak sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarin rejenerasyon

aktivitesinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05).

In vivo ortamda sartlanan néronlarmn in vitro sartlandiktan sonra aksotomiye
ugrayan ndronlara oranla daha yiiksek bir hizla rejenere olduklar1 gozlendi (Sekil 4.76).
In vivo ortamda sartlanan noronlar en yiiksek rejenerasyon aktivitesine 24. saat
civarinda ulasirken, AKG in vitro ortamda biitiin olarak sartlandiktan sonra ayristirilan
ndronlarin maksimum aktiviteye 12. saat civarinda ulastiklari, ikinci 24 saatte ise bu iki

grubun aktivitesinin benzer bir sekilde azalmaya basladig1 gozlendi (Sekil 4.77).
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25 pm/saat
20
15
10
5 _
0
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
=—@—in vivo ortamda sartlanan néronlar saat
== in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.76. In vivo ortamda sartlanan néronlarla in vitro sartlandiktan sonra aksotomiye

ugrayan ndronlarin rejenerasyon hizinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).

16 - .
14
12
10

6 |
4
2

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=@ in vivo ortamda sartlanan néronlar

== in vitro sartlandiktan sonra ikinc aksotomisi yapilan ndronlar

Sekil 4.77. In vivo ortamda sartlanan noronlarla in vitro sartlandiktan sonra aksotomiye

ugrayan noronlarin rejenerasyon aktivitesinin karsilastirmali grafigi (*:

p<0.05).

In vivo ortamda sartlanan ndronlarla sartlanmis siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve
aksotomisi yapilan noéronlar karsilastirildiginda: her iki grubun da esit hizla
rejenerasyona basladigi, in vivo sartlanan noronlar stabil hizla rejenere olurken;
sartlanmis siyatik parcalartyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon

hizinin diizensiz bir azalma egiliminde oldugu gozlendi (Sekil 4.78). Sartlanmis siyatik
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pargalariyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan ndronlarin in vivo sartlanan ndronlara
oranla daha yiiksek bir aktivite ile rejenerasyona basladiklari, ancak bu aktivitenin ilk
24 saatte azaldigi, in vivo sartlanan ndronlarin ise tam tersine 24. saatte en yiiksek
aktiviteye ulastigi gozlendi. ikinci 24 saatte ise; her iki grup néronun aktivitesinde

azalmanin oldugu saptandi (Sekil 4. 79).

25 - um/saat
20 -
#
15 *
10
5

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
= in vivo ortamda sartlanan ndronlar saat
— sartli siyatik pargalariyla kokulttri ve ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.78. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla sartlanmis siyatik pargalariyla
kokiiltiiri ve aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamaistir).

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
——in vivo ortamda gartlanan noronlar saat

— sartli siyatik parcalariyla kokulttrd ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.79. In vivo ortamda sartlanan ndronlarla sartlanmis siyatik pargalariyla
kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitesinin
karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilagtirma yapilamamuistir).
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In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmamis siyatik pargalariyla kokiiltiirii
ve aksotomisi yapilan noronlar karsilastirildiginda: in vivo sartlanan noronlarin daha
stabil bir hizla rejenere olduklari, ancak sartlanmamis siyatik parcalariyla kokiiltiirii ve
aksotomisi yapilan néronlarin hizinin ilk 24 saatte azaldigi, ikinci 24 saatte ise bu hizin
artmaya basladign gozlendi (Sekil 4.80). In vivo ortamda sartlanan ndronlarin
rejenerasyon aktivitesi ilk 24 saatte artarken, sartlanmamis siyatik pargalariyla
kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan noronlarin aktivitesinin azaldigi, her iki grubun

aktivitesinin ikinci 24 saatte benzer bir azalma egiliminde oldugu gozlendi (Sekil 4. 81).

25 | um/saat
# #
20 - #
#
15 #
10
5
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=@ in vivo ortamda sartlanan néronlar
—&— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulttri ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.80. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmamus siyatik pargalariyla
kokiiltiiri ve aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon hizinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamaistir).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
=—@—in vivo ortamda sartlanan noronlar saat

—&— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokultirl ve ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.81. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlanmamus siyatik parcalariyla
kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitesinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilagtirma yapilamamistir).

In vivo ortamda sartlanan noronlarla sartlandiktan sonra tripsinle ikinci
aksotomisi yapilan ndronlar karsilastirildiginda; her iki gruptaki néronlarin benzer bir
rejenerasyon davranigi sergiledikleri, ancak in vivo ortamda sartlanan néronlarin daha
yiiksek diizeyde bir hizla rejenere olduklar1 gdzlendi (Sekil 4.82). In vivo ortamda
sartlanan noronlarin aktivitesinin ilk 24 saatte arttigi, ikinci 24 saatte ise kademeli
olarak azaldigi, bunun yani sira tripsinle ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin

aktivitesinin 48 saat boyunca daha stabil ve azalma egiliminde oldugu gozlendi (Sekil 4.
83).



100

25 - um/ saat

0 T T T T T T T T T T T T T

-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat

== in vivo ortamda sartlanan néronlar
— sartlandiktan sonra tripsinle ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.82. In vivo ortamda sartlanan noronlarla sartlandiktan sonra tripsinle ikinci

aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon hizinin karsilagtirmali grafigi

(*: p<0.05).

= in vivo ortamda sartlanan ndronlar
— sartlandiktan sonra tripsinle ikinci aksotomisi yapilan néronlar

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

Sekil 4.83. In vivo ortamda sartlanan néronlarla sartlandiktan sonra tripsinle ikinci

aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon aktivitesinin kargilastirmali

grafigi (*: p<0.05).
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In vitro olarak sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi
yapilan noronlar karsilastirildiginda her iki grubun da aymi hizla rejenerasyona
basladiklar1 ve benzer bir rejenerasyon davranisi sergiledikleri gozlendi. Ancak; in vitro
sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin 48. saate yaklastikga in vitro
sartlanan noronlara oranla hizlarinin artmaya basladigr gozlendi (Sekil 4.84). Bu iki

grup ndronun benzer bir rejenerasyon aktivitesi davranisi sergiledikleri gozlendi ( Sekil
4.85).

351 pm/saat
30 -
s 1 *
T T T T
201 N L T T #
T T 1 ‘ T
151 Y T T\l T T
10 - - 1
T
5
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 4t6—48
Saa
== in vitro sartlanan noronlar in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndéronlar

Sekil 4.84. In vitro sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi
yapilan noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamastir).
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30
2 T
20 *\ﬁ/i
15 - AN i i
10
5
0
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 gﬁg
=l in vitro sartlanan noronlar in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlar

Sekil 4.85. In vitro olarak sartlanan noronlarla in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi
yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitesinin karsilastirmali grafigi (*:

p<0.05).

In vitro ortamda sartlanan ndronlarla in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile
muamele edilen noronlar karsilagtirildiginda, her iki grubun rejenerasyon hiz ve aktivite
davraniginin benzer oldugu, ancak 48. saate yaklastik¢a in vitro sartlanma sirasinda anti-
LIF ile muamele edilen néronlarin daha yiiksek rejenerasyon hiz ve aktivitesine sahip

olduklar gézlendi (Sekil 4.86, 4.87).

35 um/ saat
30 - *

25 - *
20 -
15 -
10 -
5
0

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat
== in vitro sartlanan néronlar =@ in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.86. in vitro ortamda sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile

muamele edilen ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi

(*: p<0.05).
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1-3 4-6 7-9 10- 13- 16- 19- 22- 25- 28- 31- 34- 37- 40- 43- 46-

12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
== in vitro sartlanan néronlar saat

=@ in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.87. in vitro ortamda sartlanan néronlarla in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile
muamele edilen noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi
(*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamigtir ).

In vitro olarak sartlanan noronlarla siirekli olarak anti LIF uygulanan in vitro
sartli noronlar karsilastirildiginda; in vitro sartlanan noronlarin rejenerasyon hiz ve
aktivitelerinin kademeli olarak azaldigi, buna karsin siirekli olarak anti LIF uygulanan
in vitro sartli noronlarin 48 saat boyunca in vitro sartli noronlara gére daha diisiik
diizeyde, ancak stabil rejenerasyon hiz ve aktivitesine sahip oldugu goézlendi (Sekil

4.88, 4.89).
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35 - ym/saat

O T T T T T T T T T T T T T T T 1

13 46 79 10-12 13-15 16-18 1921 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

== in vitro sartlanan néronlar strekli olarak a-LIF uygulanan néronlar

Sekil 4.88. in vitro sartlanan noronlarla siirekli olarak anti LIF uygulanan in vitro sarth
noronlarin rejenerasyon hizlarmin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri

say1s1 az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma yapilamamistir).

1-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

=li— in vitro sartlanan ndronlar strekli olarak a-LF uygulanan néronlar

Sekil 4.89. In vitro sartlanan noronlarla siirekli olarak anti LIF uygulanan in vitro sartl
noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #:

veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamistir).

In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan noronlar ile, in vitro sartlanma
sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlar karsilastirlldiginda: iki grubun
rejenerasyon hiz ve aktivitesinin benzer bir rejenerasyon davranisi sergiledigi, ancak in

vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlarin rejenerasyon hiz ve
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aktivitesinin in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin hiz ve

aktivitesine gore ilk saatlerde daha fazla azaldig1 gozlendi (Sekil 4.90, 4.91).

30 pm/saat
I *
25
20
15 b |
10 - 3 3 )
T,
5 T
1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—@—in vitro sartlanma sirasinda a-UFile muamele edilen néronlar saat
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar

Sekil 4.90. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan noronlarla in vitro
sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noéronlarin rejenerasyon

hizlarinin kargilagtirmali grafigi (*: p<0.05).

30

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
=@—in vitro sartlanma sirasinda a-LIF ile muamele edilen néronlar saat
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndéronlar

Sekil 4.91. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarla in vitro
sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).

In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlar ile siirekli

olarak Anti LIF uygulanan in vitro sarth néronlar karsilastirildiginda; in vitro sartlanma
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sirasinda Anti-LIF ile muamele edilen néronlarin oldukga yiiksek bir hiz ve aktivite ile
rejenerasyona bagladiklar1 3 saat sonra bu hiz ve aktivitenin azaldig1 gozlendi.
Dordiincii saatten sonra in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen
ndronlar ile siirekli olarak anti LIF uygulanan in vitro sartli néronlarin paralel bir
rejenerasyon davranisi sergiledikleri ancak Anti-LIF ile muamele edilen néronlarin daha
ylksek seviyede bir rejenerasyon hiz ve aktivitesine sahip olduklar1 gozlendi (Sekil

4.92,4.93).

30 pm/ saat

*

25 -

20 -

15 -

10 -

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=—@—in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen néronlar

sUrekli olarak a-LIF uygulanan néronlar

Sekil 4.92. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlarla siirekli
olarak anti-LIF uygulanan noronlarin rejenerasyon hizlariin karsilastirmali

grafigi (*: p<0.05).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
=@—in vitro sartlanma sirasinda a-LF ile muamele edilen néronlar

slrekli olarak a-LF uygulanan néronlar

Sekil 4.93. In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlarla siirekli
olarak anti LIF wuygulanan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin

karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05).

Sartlanmis siyatik pargalariyla kokiiltiirii yapilan ndéronlarin, diisiik diizeyde hiz
ve aktivite ile rejenerasyona baslayarak, ilk 24 saatte hiz ve aktivitelerinin arttig1, ikinci
24 saatte ise; diizensiz bir rejenerasyon davranisi sergileyerek rejenerasyon hiz ve
aktivitesinin azalmaya bagladig1 gozlenirken; in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi
yapilan ndéronlarin rejenerasyona daha yiiksek seviyeli rejenerasyon hiz ve aktivitesi ile
basladigi, ancak; bu hiz ve aktivitenin daha sonra kademeli olarak azaldigi goézlendi

(Sekil 4.94, 4.95).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
= sartli siyatik parcalariyla kokulttrd yapilan néronlar saat
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar

Sekil 4.94. Sarth siyatik sinir pargalariyla kokiiltiiri yapilan sartlanmamig néronlar ile
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin rejenerasyon
hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki

grup arasinda karsilastirma yapilamamaistir).

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
= sartli siyatik pargalariyla kokultrt yapilan néronlar saat

in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar

Sekil 4.95. Sartl siyatik sinir pargalariyla kokiiltiiri yapilan sartlanmamis ndronlar ile
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarin rejenerasyon
aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az

oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamistir).
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Sartlanmis siyatik parcalartyla kokdiltiirii yapilan ndronlarin rejenerasyona diisiik
bir hiz ve aktivite ile basladiktan sonra, rejenerasyon hiz ve aktivitesinin arttigi, bu
gruptaki ndéronlarin rejenerasyon davraniginin tersine in vitro sartlanma sirasinda anti-
LIF ile muamele edilen noronlarin yiiksek bir hiz ve aktivite ile rejenerasyona baslayip

daha sonra bu hiz ve aktivitenin azaldig1 gozlendi (Sekil 4.96, 4.97).

| um/saat *

#

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

= sartli siyatik parcalariyla kokulttrd yapilan néronlar
=@—in vitro sartlanma sirasinda a-LF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.96. Sarth siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis noéronlar ile
in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlarin

rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).

1-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

—— sartli siyatik parcalariyla kokultrt yapilan ndronlar

=@—in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen ndronlar

Sekil 4.97. Sarth siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis noronlar ile
in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen noronlarin

rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarin rejenerasyona daha

hizli bagladiklari, ancak bu hizin daha sonra azaldigi, bunun yani sira sartlanmamais

siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan ndéronlarin rejenerasyon hizinin daha az oldugu,

ancak hizin1 daha sonra kademeli olarak arttirdig1 gézlendi (Sekil 4. 98). Sartlanmamis

siyatik parcalariyla kokiiltiirii yapilan noronlar ilk 12 saat minimal rejenerasyon

aktivitesi gOsterip daha sonra artig egilimine girerken, in vitro sartlanma sirasinda LIF

takviyesi yapilan noronlarin inkiibasyona basladigi andan itibaren oldukca yiiksek,

ancak siirekli olarak azalan bir aktivite sergiledikleri, yaklasik 24. saate gelindiginde her

iki gruptaki aktivitenin birbirine ¢ok yaklastig1 ve inkiibasyonun ikinci 24 saatinde

rejenerasyon aktivitesindeki iistiinliigiin genel olarak sartlanmamis siyatik pargalariyla

kokiiltiir yapilan noéronlara gectigi gozlendi (Sekil 4.99).

pm/ saat
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
== sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulturd yapilan néronlar saat
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndéronlar

Sekil 4.98. Sartlanmamis siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis

noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarin
hizlarinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan

iki grup arasinda karsilastirma yapilamamustir).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—Jli— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulttrG yapilan néronlar
in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlar

saat

Sekil 4.99. Sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis
ndronlar ile in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi

az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamaistir ).

In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen ndronlarin yiiksek hiz
ve aktivite ile basladiklari, rejenerasyonun ilk 24 saatte azaldiktan sonra stabil oldugu,
ancak sartlanmamis siyatik parcalartyla kokiiltiirii yapilan néronlarin minimum hiz ve
aktiviteyle basladiklari, rejenerasyonun ilk 24 saatte kademeli olarak arttiktan sonra,
ikinci 24 saatte daha diizensiz bir rejenerasyon hiz ve aktivitesi sergiledikleri gézlendi

(Sekil 4.100, 4.101).
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13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—li— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulturd yapilan néronlar
=@—in vitro sartlanma sirasinda a-UF ile muamele edilen ndronlar

Sekil 4.100. Sartlanmamis siyatik sinir parcalartyla kokdiltiirii yapilan sartlanmamisg
noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen
noronlarin rejenerasyon hizlarmin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri

sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma yapilamamaistir).

13 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—li— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulturd yapilan néronlar saat

=@—in vitro sartlanma sirasinda a-LIF ile muamele edilen néronlar

Sekil 4.101. Sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii yapilan sartlanmamis
noronlar ile in vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen
ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #:

veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamuistir).

In vitro ortamda sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlarm,

rejenerasyon hiz ve aktivitesinin diizensiz bir rejenerasyon davranigi ile azalma
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egiliminde oldugu, ancak LIF ile inkiibe edildikten sonra ikinci aksotomileri yapilan
sartlanmamis noronlarin rejenerasyona diger gruba gore daha hizli basladiktan sonra
azalmaya basladigi, her ne kadar 18. saatte kadar hizda artis meydana gelse de daha
sonra diizensiz bir sekilde hizin azaldig1 gozlendi. Ayrica LIF ile inkiibe edildikten
sonra ikinci aksotomileri yapilan sartlanmamis noronlarin aktivitesinin ilk 18 saatte
oldukca farkli degisiklikler gecirdigi, bu néronlarin ikinci 24 saatte in vitro ortamda
sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan noronlarla paralel bir aktivite davranisi

sergileyerek azalma egiliminde olduklar1 gézlendi (Sekil 4.102., 4.103).

30 - MM/ saat

25 -
20 -

15 -

+
——*

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
== in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

LFile inkGibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.102. In vitro sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan néronlarla LIF ile
inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #:

veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma yapilamamaistir).
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== in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat
LIFile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.103. In vitro sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan néronlarla LIF ile
inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05,
#: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma

yapilamamustir).

Sartlanmis siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirii  ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlar ve in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan néronlarin
rejenerasyona ayni hizla basladiklari, ilk 24 saat hizlarinin benzer oldugu, ancak 27.
saatte sartlanmig siyatik sinir pargalariyla inkiibe edilen ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis noéronlarin hizinin aniden artarken; in vitro sartlanma sirasinda LIF
takviyesi yapilan noronlarin hizinin daha stabil oldugu ve bu grubun hizinin da 39.
saatte aniden arttig1, daha sonra iki grubun noéronlarinin hizinin benzer bir sekilde
azalma egiliminde oldugu goézlendi (Sekil 4. 104). Bu iki grubun rejenerasyon
aktivitesinin genel olarak paralel bir tablo ¢izdigi, fakat 24. saatte in vitro sartlanma
sirasinda LIF takviyesi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitesinde ani bir artigin
meydana geldigi, bunun yani sira sartlanmis siyatik sinir pargalariyla kokdiltiirii ve
aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlarin aktivitesinin ise azaldigi, 27. saate
gelindiginde tam tersi bir durumun oldugu, sartlanmis siyatik sinir pargalariyla

kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlarin aktivitesinin artarken, diger



115

gruptaki noronlarin aktivitesinin azaldigi1 daha sonra 48. saate kadar ise her iki grubun

aktivitesinin de paralel bir davranis sergiledigi gozlendi (Sekil 4.105).

25
Mm/saat #
20 -
15
#
10 - M—M@
e
1-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
——— sartli siyatik pargalariyla kokiiltlrQ ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat
UFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.104. Sarth siyatik pargalar1 ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon hizlarimin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda

karsilastirma yapilamamaistir ).

e /K%’*ﬂg\m .

1-3  4-6 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

——— gartli siyatik pargalariyla kokultirl ve ikinci aksotomisi yapilan ndronlar

LFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.105. Sarth siyatik pargalar1 ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist1 az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaistir ).
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In vitro sartlanma sirasinda anti-LIF ile muamele edilen néronlarin gerek
hizlariin gerekse aktivitelerinin ani artis ve diisiislerden olusan bir rejenerasyon
davranis1 sergiledigi, buna karsin sartlanmis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii ve
aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin rejenerasyona daha yiiksek hiz ve
aktiviteyle basladigi ve daha stabil bir tablo ¢izdigi gozlendi. Ayrica 24. saat civarinda
sartlanmis siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan sartlanmamis
noronlarin hiz ve aktivitelerinde ani artisin ve diger gruptaki néronlarin hiz ve

aktivitesinde gbzlenen ani azalma da dikkat ¢ekici bir bulgudur (Sekil 4. 106., 4.107).

20 4 Mm/ saat
18 -

16 -
14 -
12 -

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
— sartli siyatik parcalariyla kokultirt ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.106. Sarthi siyatik pargalar1 ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla Anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda

karsilastirma yapilamamaistir).
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-3 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48

saat

— sartli siyatik parcalariyla kokulttrd ve ikinc aksotomisi yapilan néronlar
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.107. Sartli siyatik parcalart ile kokiiltiiri ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarla Anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaigtir).

Sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiiri ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis ndronlarin ve in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan
noronlarin, rejenerasyona benzer hiz ve aktiviteyle basladiklari, ancak ilk 24 saatte iki
grubun rejenerasyon hiz ve aktivitesinin birbirinin tersine bir rejenerasyon davranisi
sergiledikleri gozlendi. Ikinci 24 saatte ise rejenerasyon hiz ve aktivitesinin birbirine
benzer bir davranis sergiledigi, ancak sartlanmamis siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii
ve aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlarin hiz ve aktivite agisindan diger gruba

gore daha 6nde oldugu gozlendi (Sekil 4.108, 4.109).
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-3 46 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—&— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulturi ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat

i LIF takviyesi ile in vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.108. Sartlanmamis siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis ndronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi yapilan nodronlarin rejenerasyon hizlarin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaistir).

=

1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—&— sartlanmamig siyatik parcalariyla kokultlru ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar

UFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.109 Sartlanmamis siyatik parcgalar1 ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis ndronlarla LIF takviyesi ile sartlanmanin ardindan ikinci
aksotomisi yapilan ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaistir).
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Sartlanmamig siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarin ve anti-LIF ile muamele edildikten sonra aksotomisi yapilan
noronlarin, ilk 12 saatte hiz ve aktivitelerinin birbirine zit bir davranis sergiledikleri, 34.
saatte kadar genel olarak birbirlerine benzer hiz ve aktivitede rejenere olduklari
gozlendi. 33 ile 36. saatler arasinda ise anti-LIF ile muamele edildikten sonra
aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon hizinin azalirken, sartlanmamis siyatik sinir
parcalariyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin hizinin arttig
daha sonra tekrar benzer bir hiz tablosu ¢izdikleri, ancak 48. saatte sartlanmamis siyatik
sinir parcalariyla inkiibe edilen ve aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin daha
ylksek rejenerasyon hizina sahip olduklar1 gozlendi (Sekil 4.110). 33 ile 36. saatler
arasinda sartlanmamis siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarin rejenerasyon aktivitesi stabil iken; diger grup ndronlarin
aktivitesinin diistiigii, daha sonra her iki grubun rejenerasyon aktivitelerinin paralel

oldugu gozlendi (Sekil 4.111).

20 - um/ saat # "
18 - T T #
16 - # .
14 # #
12 # # # #
10 * % |
8 #
#
6 T T #
4 J 7 1 -
2 T + : 1
0 V1 1< 1
13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
—&— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokultirl ve ikinci aksotomisi yapilan ndronlar saat
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.110. Sartlanmamus siyatik parcalar ile kokdiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamig ndronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra aksotomisi
yapilan noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilagtirmali grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamastir).
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1-3  4-6  7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
—o— sartlanmamig siyatik parcalariyla kokulturl ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar
a-LUFilein vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.111. Sartlanmamuis siyatik pargalari ile kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis ndronlarla Anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamastir).

Genel olarak 48 saat boyunca sartlanmamis siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirti
ve aksotomisi yapilan sartlanmamis néronlarin daha stabil bir hizla rejenere olduklari,
buna karsin LIF ile inkiibe edildikten sonra aksotomisi yapilan sartsiz noronlarin ise
daha diizensiz bir tablo cizdikleri gdzlendi (Sekil 4.112). 1lk 15 saatte LIF ile inkiibe
edildikten sonra aksotomisi yapilan sartsiz néronlarin minimal rejenerasyon aktivitesi
sergilemesine karsin; sartlanmis siyatik sinir parcalariyla kokiiltiiri ve aksotomisi
yapilan sartlanmamis ndronlarin aktivitesinin daha stabil oldugu ve ikinci 24 saatte her
iki grup noronun da benzer bir rejenerasyon aktivitesi sergiledikleri gozlendi (Sekil

4.113).
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1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

——— gartli siyatik pargalariyla kokultrl ve ikinci aksotomisi yapilan ndronlar
LUFileinkibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.112. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
ndronlar ile sarth siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis noronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilastirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaigtir).
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— sartli siyatik parcalariyla kokulttri ve ikinc aksotomisi yapilan néronlar saat

LFile inkGibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.113 LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
noronlar ile sarth siyatik sinir pargalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaistir).
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Sartlanmamig siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve aksotomisi yapilan
sartlanmamis noronlarin ve LIF ile inkiibe edildikten sonra aksotomisi yapilan sartsiz
noronlarin rejenerasyon hiz ve aktivitesinin ilk 24 saatte birbirinin tersine artma ve
azalma davranisi sergiledikleri, ikinci 24 saate gelindiginde ise benzer bir hiz ve aktivite

ile rejenerasyona devam ettikleri gozlendi (Sekil 4.114, 4.115).
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—@— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokultri ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar saat
LIFile inkiibasyonun ardindan ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.114 LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
ndronlar ile sartlanmamig siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmamis ndronlarin rejenerasyon hizlarinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamugtir).
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saat

—@— sartlanmamis siyatik pargalariyla kokulttri ve ikinci aksotomisi yapilan néronlar
LIFile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.115 LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan sartlanmamis
ndronlar ile sartlanmamig siyatik sinir parcalartyla kokiiltiirii ve ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamustir).

In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan noronlarla anti-LIF ile
muamele edildikten sonra aksotomisi yapilan noronlar karsilastirildiginda: ilk 12 saatte
iki grubun hiz ve aktivitelerinin birbirine zit bir davranis sergiledikleri, daha sonra genel
olarak her iki grubunda benzer hiz ve aktivite ile rejenere olduklari, ancak anti-LIF ile
muamele edildikten sonra aksotomisi yapilan ndronlarin hiz ve aktivitelerinin diger
grup noronlara oranla farkli inis ¢ikish bir rejenerasyon davranisi sergiledikleri gozlendi

(Sekil 4.116, 4.117).
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== in vitro sartlandiktan sonra ikinc aksotomisi yapilan ndronlar
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.116. In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan néronlar ile anti

LIF ile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin
rejenerasyon hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az

oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamistir).
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10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat

1-3  4-6

7-9

—l—in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar
a-LFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.117. In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan ndronlar ile anti

LIF ile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlarin
rejenerasyon aktivitelerinin karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayisi

az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma yapilamamaistir).
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Arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda biitiin olarak sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlariyla arka kok ganglionlar1 LIF ile in vitro ortamda biitiin olarak
sartlandiktan sonra ayristirilan noronlarin genel olarak birbirine benzer hiz ve aktivite

ile rejenere olduklar1 gozlendi (Sekil 4.118, 4.119)
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tim olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar saat

LIF takviyesiyle tim olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayristirilan

Sekil 4.118. Arka kok ganglionlarinin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlar ile LIF takviyesiyle arka kok ganglionlarinin biitiin
olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlarin rejenerasyon

hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).

20 -
15 - T S S
| T T s P\ —p -z
5’_ = = x4
0 e

13 46 79 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 28-30 31-33 34-36 37-39 40-42 43-45 46-48
saat
tiim olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

LIF takviyesiyle tim olarak AKG invitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.119. Arka kok ganglionlarmin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlar ile LIF takviyesiyle arka kok ganglionlarinin biitiin
olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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Arka kok ganglionlar1 in vitro ortamda biitiin olarak sartlandiktan sonra
ayristirilan noronlariyla arka kok ganglionlar1 anti-LIF ile in vitro ortamda biitiin olarak
sartlandiktan sonra ayristirilan néronlarin genel olarak birbirine benzer hiz ve aktivite

ile rejenere olduklar1 gozlendi (Sekil 4.120, 4.121).
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tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayrigtirilan néronlar saat
== a-LIF ile tiim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.120. Arka kok ganglionlarmin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan ndronlart ile anti-LIF ile arka kok ganglionlarinin biitiin
olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin rejenerasyon

hizlariin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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tiim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar saat
—f#— a-LIFile tim olarak AKGinvitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlar

Sekil 4.121. Arka kok ganglionlarmin biitiin olarak in vitro sartlandiktan sonra
ayristirilan ndronlart ile anti-LIF ile arka kok ganglionlarinin biitiin
olarak in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan ndronlarin rejenerasyon

aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05).
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In vivo ortamda sartlanan noronlarla LIF ile inkiibe edildikten sonra aksotomisi
yapilan sartsiz ndronlar karsilastirildiginda: rejenerasyon hizlarinin genel olarak benzer
oldugu, ancak in vivo ortamda sartlanan ndronlarin LIF ile inkiibe edildikten sonra
aksotomisi yapilan sartsiz ndronlara gore daha stabil bir hizla rejenere olduklar
gozlendi (Sekil 4.122). LIF ile inkiibe edildikten sonra aksotomisi yapilan sartsiz
noronlarin rejenerasyon aktivitesinin ilk 24 saat in vivo ortamda sartlanan ndronlara
oranla diizensiz olarak arttigi, ikinci 24 saatte ise her iki grubun aktivitesinin benzer
sekilde kademeli olarak azaldig1 ve hem rejenerasyon hizinda hem de rejenerasyon
aktivitesindeki iistlinliiglin in vivo ortamda sartlanan ndronlarda oldugu goézlendi (Sekil

4.123).
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saat
= in vivo ortamda sartlanan néronlar

LIF ile inkUibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.122. In vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmamis noéronlarin rejenerasyon hizlarimin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayis1 az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamaistir).
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== in vivo ortamda sartlanan néronlar
LIFile inkiibasyonun ardindan ikinci aksotomisi yapilan ndronlar

Sekil 4.123. in vivo ortamda sartlanan néronlarla LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamugtir).

In vivo ortamda sartlanan ndronlarin rejenerasyon hizinin daha stabil iken diger
grup ndronlarin hizinin ¢ok degisken bir davranis sergiledigi gozlendi (Sekil 4.124). Ilk
24 saatte in vivo ortamda sartlanan ndronlarin rejenerasyon aktivitesi kademeli olarak
artarken; anti-LIF ile muamele edildikten sonra aksotomisi yapilan ndronlarin
aktivitesinin diizensiz bir sekilde azaldig1 gdzlendi. Ikinci 24 saatte ise her iki grubun
rejenerasyon aktivitesinin azalma egiliminde oldugu, 30. ve 42. saatlerde rejenerasyon

aktivitelerinin esit oldugu gozlendi (Sekil 4.125).
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a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar
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Sekil 4.124. In vivo ortamda sartlanan noronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan
sonra ikinci aksotomisi yapilan noéronlarin rejenerasyon hizlarimin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapllamamlsgr).
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= in vivo ortamda sartlanan néronlar saat
a-UFile in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.125 In vivo ortamda sartlanan noronlarla anti-LIF ile in vitro sartlandiktan sonra
ikinci  aksotomisi yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin
karsilagtirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup

arasinda karsilastirma yapilamamuigtir).
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In vitro ortamda sartlandiktan sonra aksotomisi yapilan néronlarla LIF ile inkiibe
edildikten sonra aksotomisi yapilan sartsiz ndronlar karsilastirildiginda rejenerasyon hiz

ve aktivitelerinin genel olarak benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.126.,4.127).
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oo o - . saat
—e—in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar

UFtakviyesi ilein vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.126. in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlarla LIF
takviyesiyle in vitro ortamda sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi
yapilan ndronlarin rejenerasyon hizlarinin karsilastirmali grafigi (*:

p<0.05, #: veri sayis1 az oldugundan iki grup arasinda karsilagtirma

yapilamamigtir).
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=@~ in vitro sartlandiktan sonra ikinc aksotomisi yaE_llar_] noronlar . saat
I LIF takviyesi ile in vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.127. in vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlarla LIF
takviyesiyle in vitro ortamda sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi
yapilan noronlarin rejenerasyon aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*:
p<0.05, #: veri sayisi az oldugundan iki grup arasinda karsilastirma

yapilamamigtir).
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In vivo ortamda sartlanan noronlarla LIF ile inkiibe edildikten sonra aksotomisi
yapilan sartsiz noronlar karsilastirildiginda: rejenerasyon hiz ve aktivitelerinin genel
olarak benzer oldugu, ancak gerek rejenerasyon hizi gerekse rejenerasyon

aktivitesindeki iistlinliiglin in vivo ortamda sartlanan ndronlarda oldugu goézlendi (Sekil

4.128., 4.129).
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=—@—in vivo ortamda sartlanan néronlar saat

LIFtakviyesi ile in vitro sartlanmanin ardindan ikinc aksotomisi yapilan néronlar

Sekil 4.128. In vivo ortamda sartlanan noronlarla LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan ndéronlarin karsilastirmali
grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az oldugundan iki grup arasinda

karsilagtirma yapilamamaistir).
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=—@—in vivo ortamda sartlanan néronlar

LIFtakviyesi ile in vitro sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan

Sekil 4.129. In vivo ortamda sartlanan noronlarla LIF takviyesiyle in vitro ortamda
sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlarin rejenerasyon
aktivitelerinin karsilastirmali grafigi (*: p<0.05, #: veri sayist az

oldugundan iki grup arasinda karsilastirma yapilamamastir).
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aksotomisi laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile yapilan deney

gruplarinda rejenere olan toplam ndron sayisinin yeterince yiiksek olmamasi nedeniyle

bu gruplar arasinda ilave istatistiksel analizler yapildi. Bunun i¢in aksotomi sonrasi

rejenerasyon gosteren ndron oranlari kikare testiyle karsilagtirildi.
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Sekil 4.130. Ikinci aksotomisi laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile yapilan deney

gruplarinda aksotomi sonrasi rejenerasyon gosteren ndron oranlari. A.
Sartli siyatik sinir parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi yapilan
sartlanmamis ndronlar, B. LIF ile inkiibasyonun ardindan ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmamis noronlar, C. LIF takviyesiyle in vitro
ortamda sartlanmanin ardindan ikinci aksotomisi yapilan néronlar, D. In
vitro sartlandiktan sonra ikinci aksotomisi yapilan néronlar, E.
Sartlanmamug siyatik sinir pargalariyla kokiiltlirii ve ikinci aksotomisi
yapilan sartlanmamis ndronlar, F. Anti-LIF ile in vitro sartlandiktan

sonra ikinci aksotomisi yapilan ndronlar.
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Cizelge 4.1. Ikinci aksotomisi laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile yapilan deney gruplarinda rejenerasyon gdsteren ndronlarin

istatistiksel olarak karsilastirilmasi (Sekil 4.130°a ait P degerleri tablosu).

P LIFle inkiibasyondan LIF takviyesiyle in vitro in vitro Sartlanmamus siyatik sinir Anti-LIF ile in vitro
sonra ikinci aksotomisi ortamda sartlanmanin sartlandiktan sonra parcalariyla kokiiltiirii ve ikinci sartlandiktan sonra ikinci
yapilan sartlanmamis ardindan ikinci aksotomisi ikinci aksotomisi aksotomisi yapilan sartlanmanmns aksotomisi yapilan néronlar
noéronlar yapilan noronlar yapilan noronlar noéronlar
Sarth siyatik sinir pargalariyla 0.401 0.215 0.147 0.39 0.0001

kokiiltiirii ve ikinci aksotomisi

yapilan sartlanmamis néronlar

LIFle inkiibasyondan sonra ikinci 0.62 0.040 0.009 0.0001

aksotomisi yapilan sartlanmanmns

noronlar

LIF takviyesiyle in vitro ortamda 0.832 0.17 0.005

sartlanmanin ardindan ikinci

aksotomisi yapilan néronlar

in vitro sartlandiktan sonra ikinci 0.550 0.010

aksotomisi yapilan néronlar

Sartlanmamus siyatik sinir 0.048
par¢alariyla kokiiltiirii ve ikinci
aksotomisi yapilan sartlanmams

noronlar
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4.3. Baz1 Deney Gruplarinin Alan, Akson Capi ve Dal Sayisinin Analizi

Bazi deney gruplarindaki noéronlarin alan biyiikliikleri karsilastirildi (Sekil
4.134). Kontrol grubu ndronlarin alanlar1 ile karsilastirdigimizda en kiigiik alan sahip
olan ndronlarin in vitro ortamda sartlanan noronlar oldugu goézlendi. Bunun yani sira in
vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi yapilan noronlarin en biiylik alana sahip néron
grubu oldugu gézlendi. In vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesinin noron alanlarinin

artmasina neden oldugu belirlendi (Sekil 4.131).
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kontrol grubu LIF takviyesiyle alLlF ile invivo ortamda invitrosartlanan
ndronlar invitro sartlanan invitrosartlanan sartlanan néronlar néronlar
néronlar néronlar

Sekil 4.131. Baz1 deney gruplarindaki néronlarin alan biiytikligii grafigi.

Cizelge 4.2. Noron alan biiyiikliikleri karsilastirilan deney gruplar1 (Sekil 4.131°e ait P

degerleri tablosu).

P In vivoe In vitro LIF ile in Anti-LIF ile in
sartlandirma  sartlandirma vitro vitro
sartlandirma sartlandirma

Kontrol 0.203 0.043 0.283 0.321

In vivo 0.357 0.027 0.869

sartlandirma

In vitro 0.005 0.317

sartlandirma

LIF ile in vitro 0.058

sartlandirma
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Bazi deney gruplarindaki ndronlarin akson ¢api biiyiikliikleri karsilastirild:
(Sekil 4.134). En kiiciik akson ¢apina sahip noronlarin kontrol grubu noéronlar oldugu,
bunun yani sira en biiyiik akson ¢apina sahip noronlarin ise in vitro sartlanma sirasinda
LIF takviyesi yapilan ndronlar oldugu gézlendi. in vitro ve in vivo ortamda sartlanan
noronlar ile kontrol grubu néronlarin akson caplart arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliligin olmamasi sartlanmanin tek basina akson c¢apini arttirict bir etkisinin
olmadigini1 gésterdi. Ancak in vitro sartlanma sirasinda gerek LIF takviyesinin gerekse
Anti-LIF uygulamasinin hem sartlanan hem de sartlanmayan noronlara oranla akson

capini arttirict bir etkiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.132).
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kontrol grubu LIF takviyesiyle aLlF ile invivo ortamda invitrosartlanan
noronlar invitro sartlanan invitrosartlanan sartlanan noronlar noronlar
néronlar néronlar

Sekil 4.132. Baz1 deney gruplarindaki néronlarin akson capi biiytikliigl grafigi.

Cizelge 4.3. Akson caplar1 karsilastirilan deney gruplar1 (Sekil 4.132°ye ait P degerleri

tablosu).
P In vive In vitro LIF ile in a-LIF ile in
sartlandirma  sartlandirma vitro vitro
sartlandirma  sartlandirma

Kontrol 0.076 0.263 0.0001 0.0001
In vivo - 0.661 0.0001 0.0001
sartlandirma

In vitro - 0.0001 0.0001
sartlandirma

LIF ile in vitro - 0.0001

sartlandirma
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Bazi deney gruplarindaki ndronlarin dal sayilart kiyaslandi (Sekil 4.134).
Kontrol grubu néronlarin en fazla akson dali sayisina sahip olduklar1 gozlendi. Bunun
yani sira in vitro sartlanma sirasinda LIF takviyesi, Anti-LIF uygulamasi yapilan, in
vitro ve in vivo ortamlarda sartlanan nodronlarin dal sayis1 bakimindan aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farkliligin olmadigi ancak kontrol grubu néronlarin dal
sayisinin tim diger grup noronlarin dal sayilarindan istatistiksel olarak anlaml
farkliliginin oldugu saptandi. Buna gore LIF takviyesinin, Anti-LIF uygulamasinin ve
sartlanmanin aksonlarin dal sayisini azaltici bir etkiye sahip oldugu belirlendi (Sekil

4.133).

7 1 Adet
ot
5 |
4 |
3 T T
L 1
2 - T E
14
O T T T 1
kontrol grubu LIF takviyesiyle aLIF ile invitro invivo ortamda invitro sartlanan
noronlar invitro sartlanan sartlanan néronlar sartlanan néronlar noronlar
ndronlar

Sekil 4.133. Baz1 deney gruplarindaki néronlarin dal sayis1 grafigi.

Cizelge 4.4. Dal sayis1 karsilastirilan deney gruplar (Sekil 4.133’e ait P degerleri

tablosu).
P In vivo In vitro LIF ile in o -LIF ile in
sartlandirma  sartlandirma vitro vitro
sartlandirma  sartlandirma
Kontrol 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
In vivo - 0.888 0.60 0.53
sartlandirma
In vitro - 0.61 0.53
sartlandirma
LIF ile in vitro - 0.931

sartlandirma
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Sekil 4.134. Akson caplari, alanlar ve dal sayilar karsilagtirilan deney gruplari.
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4.4. LIF ve LIF Reseptoriiniin Iimmunohistokimyasal Analizi

LIF ve LIF reseptoriiniin immunohistokimyasal analizi sonucunda: en diisiik LIF
seviyesinin hicbir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol arka kok ganglion kesitlerinde
oldugu, ancak siyatik siniri hasarlandiktan bir saat sonra ¢ikartilarak kesiti alinan arka
kok ganglionunda hem LIF hem de LIF reseptor miktarinin arttigi goézlendi. Ayrica
kontrol grubu arka kok ganglionu kesitlerinde, gerek hiicre kiiltiiri yapilarak gerekse
kesitleri almmarak immunohistokimyasal analizleri yapilan deney gruplarindan farkli
olarak LIF reseptoriiniin LIF ten daha fazla oldugu saptandi. Yine kontrol grubu AKG
kesitlerine oranla siyatik siniri kesildikten 3 saat ve 3 giin sonra ¢ikartilarak kesitleri
aliman arka kok ganglionlarinda LIF ve LIF reseptoriiniin daha fazla oldugu saptandi.
Noronlarina ayrigtirildiktan sonra immunohistokimyasal analizleri yapilan deney
gruplarindan herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu ndronlarda tespit
edilen LIF ve LIF reseptoriiniin kontrol grubu AKG kesitlerine gore daha fazla oldugu
gozlendi. Bunun yani sira kontrol grubu nodronlarin, in vivo ortamda sartlanan
noronlara, tiim olarak AKG in vitro sartlandiktan sonra ayristirilan néronlara ve anti-
LIF muamelesiyle in vitro sartlanan noronlara oranla daha yiiksek miktarda LIF ve LIF
reseptorii igerdikleri saptandi. In vitro sartlanan ndronlar ile kiiltiir asamasi ve in vitro
sartlanma sirasinda NGF ile muamele edilen noronlarin LIF ve LIF reseptor
yogunlugunun kontrol grubu ndronlara nazaran daha fazla oldugu ve en yiiksek
seviyede LIF ve LIF reseptorii iceren deney gurubunun yine NGF ile muamele edilen in
vitro sartli ndronlar oldugu belirlendi (Sekil 4.135).

En yiiksek LIF ve LIF reseptdr yogunlugunun kiiltiir asamasi ve in vitro
sartlanma sirasinda NGF ile muamele edilen ndronlarda saptanmasi nedeniyle LIF ve
LIF reseptorii immunohistokimyasal anlizi yapilan tim deney gruplarmin deney
gruplarinin noron alanlar ile LIF ve LIF reseptor korelasyon analizleri yapildi. Sonug
olarak; in vivo ortamda sartlanan noronlarin LIF reseptorleriyle alanlari arasinda
korelasyon oldugu, in vitro ortamda NGF ile sartlanan noronlarla LIF arasinda
korelasyon oldugu, in vivo ortamda siyatik siniri bir saat sartlanan néronlarin hem LIF
hem de LIF reseptorleri ile alanlar1 arasinda bir korelasyon oldugu tespit edildi.

Immonohistokimyasal c¢alismalar sonucunda elde edilen verilerle LIF ve LIF

reseptorlerinin farkli deney gruplarindaki yogunluklari karsilagtirildi. Buna gore; deney
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gruplar1 arasindaki LIF ve LIF reseptoriiniin yogunluklar: arasindaki istatistiksel olarak
anlaml farkliliklarin saptandigi cizelgeler asagida bulunmaktadir (P degeri 0.05’ten

kiiciik olan veriler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir).
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Sekil 4.135. immunohistokimyasal LIF ve LIF reseptor analizleri yapilan deney gruplari.
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Cizelge 4.5. Immunohistokimyas1 yapilan deney gruplarinda LIF reseptdrlerinin ¢coklu karsilastiriimas: (ANOVA-LSD).

P degeri Tiim olarak Invitro Kontrol Anti-LIFile  AKG Ngfile invitro  Invivo3gun Invivols Invivo3s sart. AKG
AKG invitro sart. hiicreler in vitro kontrol  sart.hiicreler sart. AKG kesit sart. AKG kesit  kesit
sart. hiicreler  hiicreler sart.hiicreler  kesit
in vivo sartlanan 0.004 0.0001 0.0001 0.044 0.870 0.0001 0.0001 0.0001 0.013
hucreler
Tiim olarak - 0.0001 0.0001 0.450 0.009 0.0001 0.0001 0.001 0.0001
AKG invitro

sart. hiicreler

Invitro sart. - 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
hiicreler

Kontrol hiicreler - 0.0001 0.0001 0.0001 0.367 0.028 0.0001
Anti-LIF ile in - 0.068 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
vitro

sart.hiicreler

AKG kontrol - 0.0001 0.0001 0.0001 0.009
kesit

Ngfile invitro - 0.0001 0.0001 0.0001
sart.hiicreler

Invivo3gun - 0.195 0.0001
sart. AKG kesit

Invivols - 0.0001

sart. AKG kesit




Cizelge 4.6. Immunohistokimyas1 yapilan deney gruplarinda LIF’in ¢oklu karsilastiriimas: (ANOVA-LSD).

P degeri Tiim olarak Invitro Kontrol Anti-LIFile  AKG Ngfile invitro  Invivo3gun Invivols Invivo3s
AKG invitro sart. hiicreler in vitro kontrol  sart.hiicreler sart. AKG kesit sart. AKG kesit sart. AKG kesit
sart. hiicreler  hiicreler sart.hiicreler  kesit

in vivo sartlanan 0.045 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.001

hucreler

Tiim olarak AKG - 0.0001 0.0001 0.020 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.151

invitro sart.

hiicreler

Invitro sart. - 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

hiicreler

Kontrol hiicreler - 0.0001 0.0001 0.0001 0.336 0.201 0.0001

Anti-LIF ile in - 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.409

vitro sart.hiicreler

AKG kontrol kesit - 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Ngfile invitro - 0.0001 0.0001 0.0001

sart.hiicreler

In viv3gunsakesit - 0.027 0.0001

Invivols.sart. AKG - 0.00

kesit
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Sekil 4.136. In vivo ortamda sartlanan néronlarn transmisyon (A), LIF (B), LIF

reseptori (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.
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Sekil 4.137. In vitro ortamda tiim olarak sartlandiktan sonra ayristirilan arka kok

ganglion noronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptori (C),
LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.
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Sekil 4.138. In vitro ortamda sartlanan néronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF

reseptori (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.
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Sekil 4.139. Herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu noronlarin

transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii (D)

goriintiileri.
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Sekil 4.140. Anti-LIF ile in vitro ortamda sartlanan ndéronlarin transmisyon (A), LIF

(B), LIF reseptorti (C), LIF+LIF reseptorii (D) goriintiileri.
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Sekil 4.141. Herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu arka kok ganglion

kesiti noronlarin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptori (C), LIF+LIF

reseptori (D) goriintiileri.
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Sekil 4.142. LIF ile NGF arasindaki karsilikli iligkinin aragtirildigi ndronlarin
transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii (D)

goriintiileri.
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Sekil 4.143. In vivo ortamda siyatik siniri kesilerek bir saat sartlanan arka kok ganglion

kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii

(D) goriintiileri.
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Sekil 4.144. In vivo ortamda siyatik siniri kesilerek ii¢ saat sartlanan arka kok ganglion

kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii

(D) gorintiileri.
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Sekil 4.145. In vivo ortamda siyatik siniri kesilerek ii¢ giin sartlanan arka kok ganglion

kesitinin transmisyon (A), LIF (B), LIF reseptorii (C), LIF+LIF reseptorii

(D) gorintiileri.



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tez Cahismasinda Gelistirilen ve Uygulanan Yeni Tekniklerin Etkinlikleri

5.1.1. In Vitro sartlandirma modeli

Periferik sinir sistemi, bir hasar ardindan yiiksek kapasiteli rejenerasyon
yetenegine sahip olup bu rejenerasyon kapasitesi, sartlandirma hasar1 ile artirilabilir
(McQuarrie ve ark., 1978; McQuarriec ve Garfstein, 1981). Sartlandirma hasarinin
rejenerasyonu arttirict bu etkisi ile ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu caligsmalarda
genellikle in vivo ortamda siyatik sinire uygulanan bir sartlandirma hasarinin ardindan
in vitro olarak takibi s6z konusudur. Siyatik sinir; kesme (Oblinger ve Lasek, 1984;
Torigoe ve ark., 1999), ezme (Brushart ve ark., 1998) ve turnike ile basing uygulama
(Wiederberg ve ark., 2001) gibi farkli modeller kullanilarak hasarlanmistir. Siyatik sinir
liflerinin ¢ogunun sonlandigt L4 ve L5 arka kok ganglionlarinda degisiklikler
beklendiginden dolayr c¢aligmalar, bu ganglionlara ait noronlar {izerine
temellendirilmistir. Siyatik sinir kesisi ve bunu takiben bir siire sonra L4 ve L5 arka kok
ganglionlarindan kiiltiir yapildiginda: ¢ogunlukla bu ganglionlardaki siyatik sinire lif
vermeyen, dolayisiyla sartlanmamis noéronlarin da deneye dahil olmasi sonuglari
etkileyebilecek teknik bir sorundur. Bu calismada sartlandirma hasar1 c¢aligmalarinin
tamamui in vitro ortamda gerceklestirildi ve tim ndronlar sartlandirildi. Bu yeni metotla
hem hiicrede meydana gelen degisiklikler takip edilebildi, hem de noron dis1 hiicreler ve
faktorlerin etkisi arastirilabildi. Boylece, in vitro ortama c¢esitli faktorlerin ve
inhibitdrlerin eklenmesi ile miidahale edilerek deneyler yapildi.

Primer hiicre kiiltlir islemleri sirasinda noronlar enzimatik ve mekanik etkilerle
aksonlarin1 kaybederler. Bu nedenle bu tez calismasinda kiiltiir islemlerinin ayni
zamanda aksotomi anlamma da geldigi Ongoriildii ve deneyin niteligine gore bu,
sartlandirma ya da test hasar1 olarak kabul edildi. Gelistirilen yontemde ndéronlarin
herhangi bir yilizeye yapismadan sartlanmalarim1i saglamak amaciyla; oOncelikle
hiicrelerin kondugu saat cami silikonla kaplandi. Bir in vitro modelde eger néronlar
sartlanma sirasinda akson uzatirlarsa, buradan kiiltiir kabina aktarma sirasindaki

mekanik islemler aksonlarin kopmasina yani kontrolsiiz ikinci hasarlanmalara neden
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olacaktir. Bu calismada, sartlanma sirasinda akson uzatmalar1 engellenen ndronlara
ikinci hasar, yani test hasari, in vitro ortamda, kontrollii olarak laser 1g1n1 ile uygulanda.

Noronlara ayristirilarak in vitro sartlanmalar1 saglanan arka kok ganglionlarinin
bu 3 giinliikk sartlanma sirasinda bir araya gelerek kiime olusturmalar1 bu noronlarin
birbirlerini ylizey gibi kullanip akson uzatma ihtimalini akla getirdi. Bu nedenle ve in
vitro sartlanmanin etkinligini test etmek amaciyla; calcein ile silikon kapli saat cami
tizerinde bulunan noronlar canli olarak boyandi ve laser taramali konfokal mikroskopla
goriintiilendi. Noronu tiim uzantilariyla boyayabilen calcein, silikon kapli saat caminda
in vitro sartlanan ve bir araya toplanarak kiime olusturan néronlar1 da boyadi. Sonug
olarak noronlarin sadece %1 ’inin akson uzantisinin oldugu saptandi. Bu sonugtan yola
cikarak noronlarin in vitro sartlanma sirasinda ihmal edilecek kadar az seviyede akson
uzattiklar1 ve bunun da modelin etkinliine zarar vermeyecegi sonucuna varildi.

In vitro ortamda sartlanma sirasinda kiimelesen hiicreler kiiltiir kaplarina
ekilmezden oOnce tiritiire edildi. Ancak bu islem sirasinda noronlarin
hasarlanabilecekleri, bunun da modelin giivenilirligini etkileyebilecegi diisiiniildii. Bu
nedenle herhangi bir hasar ardindan hiicre i¢ine sizip hiicreyi boyayabilme 6zelligine
sahip olan lucifer sarist kullanildi. Bu c¢alismanin sonucunda hiicrelerin boyandiklar
saptand1. Ancak Petri kabina ekimden sonra ndronlarin saglikli olduklar1 ve herhangi bir
yaralanma belirtisi tasimadiklar1 gozlendiginden ndronlarin boyayr endositozla hiicre
icine almis olabilecekleri diisliniildii. Bunu test etmek i¢in, Oncelikle lucifer sarisi ile
yapilan deneyler floresan dekstranla tekrar edildi ve benzer bir boyanma bununla da
gbzlendi. Lucifer saris1 yerine floresan dekstran kullanmanin nedeni: lucifer sarisinin
kiiciik molekiil agirlig: ile arka kdk ganglion hiicreleri arasinda var oldugu gosterilmis
(Huang ve ark., 2005) ancak nitelikleri ¢ok iyi tarif edilmemis gap junction’lar
araciligiyla da hiicrelere girebilme ihtimali idi. Daha sonra yapilan deneylerde ortamin
pH’1 5.7°ye diisiiriilerek noronlarin endositoz yapmalari engellendi (Davoust ve ark.,
1987) ve in vitro sartlanmis noronlarin ekim sirasinda bu kez floresan dekstranla
boyanmadiklar1 gozlendi. Boylece bu son tiritlirasyon sirasinda noronlarin
Ongoriilmeyen bir hasara maruz kalmadiklari kesin olarak gosterilmis oldu.

Bu ¢alismada in vitro olarak sartlanan noronlarla iki farkli ve yeni test hasari
basariyla uygulandi. Bunlardan ilki: laser mikrodiseksiyon mikroskobu ile aksotomi

modelidir. Bu modelde ndronlarin uzattigi aksonlar laser 151 ile kesildi. Bu deney
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modeli ile in vivo sartlanma modeli arasinda farkliliklar bulunmaktadir. In vivo ortamda
sartlandiktan sonra ikinci aksotomileri ayristirma ile yapilan ndronlarin bir kismi
rejenere olurken; bir kismi rejenerasyon gostermez. Dolayisiyla bu deney grubunda
daha karma bir néron populasyonu séz konusudur. Ancak ikinci aksotomileri laser
mikrodiseksiyon mikroskobuyla yapilan deney gruplarinda 6zellikle saglikli, belli bir
akson uzunluguna ve yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olan ndronlarin aksotomisi
yapildi. Bu nedenle bu gruptaki noéronlarin daha hizli rejenerasyona bagslamalari
siiregelen rejenerasyonun devam etmesinden kaynaklanir. ikinci modelde ise; Petri
kabina ekilip 3 giin in vitro olarak sartlanan ndronlar tripsin ile yapistiklar1 yiizeyden
kaldirilirken aksonlar1 koptu ve bdylece test hasarini almis oldular.

Arka kok ganglionlarini bir biitiin olarak sartlandirmak literatiirde de rastlanan
bir segenektir ve noron-glia hiicresi organizasyonunu bozmamasi nedeniyle onemli
bilgiler verebilir (Torigoe ve ark., 1999; Ekstrom ve ark., 2003). Ancak bunun
kaginilmaz sonucu, iki ayri hiicre tipinin bu etkinin ortaya ¢ikmasindaki rollerinin
ayristirtlamamasidir. Ayrica sartlandirma siiresi sonunda ganglionlarin ayristirilarak
kiiltiir yapiliyor olmasi, test hasarimin da zorunlu olarak bu islemle yapilmasinm
beraberinde getirmektedir. Bu nedenlerle ayrismis ndronlarla gergeklestirilen in vitro
sartlanmanin ¢ok daha kontrol edilebilir bir model oldugunu diisiinliyoruz. Yine de tez
caligmas1 kapsaminda tiim ganglion sartlanmasi deneyleri de yapilmis ve sonuglar

degerlendirmeye alinmistir.

5.1.2. Akson rejenerasyonunun ve sartlandirma etkisinin ayrintih zaman analizi
Cesitli faktorlerin akson rejenerasyonuna olan etkisi klasik olarak inkiibasyon
siirecinin belli bir aninda goriintii almip akson uzunluk oOl¢iimleri yapilarak
incelenmektedir. Sartlandirma hasari ile ilgili bu giine kadar yapilan caligmalar da ise
akson rejenerasyonu hiz analizleri her grup i¢in en uzun aksonlarin oOlgiilerek
ortalamasinin alinmasi ve bunlarin karsilastirilmast yontemiyle yapilmistir (Cafferty ve
ark., 2001; Qui ve ark., 2002; Cafferty ve ark., 2004; Shoemaker ve ark., 2006;
Gardiner ve ark., 2007; Sachs ve ark., 2007). Bu c¢alismada ise ilk kez kiiltiirdeki
ndronlar zaman aralikli mikroskopi sistemi ile 48 saat boyunca her 15 dakikada bir
goriintiilenerek takip edildi ve her grup i¢in en az 30 ndronun her saat basi akson

uzunlugu hesaplandi. Bu verilerle tiim gruplarin akson rejenerasyon hizlari hesaplanarak



156

karsilagtirildi. Ayrica literatiirde ilk kez rejenerasyon aktivitesi adi altinda bir baska
sayisal degerlendirme yapildi. Bu analiz belli bir saat araliginda izlenen tiim ndronlar
arasinda akson rejenerasyonu gosterenlerin orani ile rejenerasyon hizinin ¢arpilmasiyla
elde edildi. Boylece belli bir zaman araliginda tiim néronlarin genel durumlar (rejenere

olan, olamayan ve hatta 6len ndronlar) analize yansitilmis oldu.

5.1.3. Periferik sinir - noron ko-Kkiiltiirleri

Hasarli periferik sinirden salinan ve retrograd olarak noronlara taginan ve/veya
lokal olarak etki gdsteren gesitli faktorlerin sartlandirma etkisinin ortaya ¢ikmasinda ¢cok
Oonemli olabilecegi diislintilmektedir (Cafferty ve ark., 2004; Cao ve ark., 2006;
Shoemaker ve ark. 2006). Bunu arastirmak amaciyla bu tez caligmasinda yeni bir ko-
kiiltiir modeli gelistirildi. ilk yapilan denemelerde ii¢ giin oncesinde kesilmis siyatik
sinirin yaklasik 1 cm’lik proksimal pargasi ¢ikarildi ve kiiltlir kabinda néronlarla birlikte
inkiibe edildi. Ancak sinir par¢asindan disar1 o denli yogun bir hiicre go¢ii oldu ki, kisa
siirede ¢ogunlugu Schwann hiicre morfolojisi tasiyan bu hiicreler néronlar1 ve
uzantilarini izlenemez hale getirdi. Bunun iizerine bu siyatik siniri daha kiiclik
pargaciklar halinde agar icine gdmmek, bdylece glia hiicre go¢iinii engellerken bunlarin
salgilarinin ndronlara ulagsmasini saglamak yoluna gidildi. Teknik yiiksek basari ile

uygulandi.

5.2. In Vivo Sartlanma Etkisi Samldig1 Kadar Giiclii Degil

Calismamizdan elde ettigimiz verilerin istatistiksel analizlerinin sonucunda
herhangi bir sartlanmaya maruz kalmayan kontrol grubu néronlarla in vivo ortamda
sartlanan noronlar1 karsilastirdigimizda rejenerasyon hizinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklarin ilk 12 saat i¢inde oldugu saptandi. (Sekil 4.60.) Rejenerasyon aktivitesine
saat bazinda baktigimizda ise; in vivo ortamda sartlanan ndronlarin 15. saatten sonra
aktivitelerinde bir azalmanm oldugu gozlendi (Sekil 4.61.). ilk 24 saat icindeki daha
aktif akson rejenerasyonunun ardindan ikinci 24 saatte rejenerasyon aktivitesinde
azalma oldugu, hatta sartlanan noronlarin 6lmeye basladiklar1 gozlendi. Bunun sebebi
rejenerasyona daha hizli baslayan bu noéronlarin bir siire sonra metabolik olarak

tilkkenmeleri olabilir. Bu ilging sonuglar ilk 24 saat icerisinde alinan tek bir goriintii ve
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akson uzunluk Ool¢iimlerine dayanan ve literatiirde sik¢a rastlanan ¢aligmalarin

sartlandirma etkisini, oldugundan daha biiytlik gdsterdigini diisiindiirmektedir.

5.3. Noronlardaki Instrinsik Degisiklikler Sartlandirma Etkisi I¢in Yeterli Olabilir

Gelistirdigimiz in vitro sartlandirma modelinin ortaya koydugu en onemli
bulgulardan biri, néronlarin sartlandirilmalar1 icin herhangi bir dis faktore ihtiyag
duymadiklarinin ~ gosterilmesidir. Modelimizde disaridan herhangi bir faktor
eklenmedigi halde néronlar kontrol kiiltiirlerine gore son derece yliksek bir rejenerasyon
gbstermesi bunu ispatlamaktadir (Sekil 4.62., 4.63.). Ote yandan in vitro modelle
sartlandirdigimiz noronlar in vivo sartlananlarla ayni rejenerasyon profili gostermedi
(Sekil 4.72., 4.73.). In vitro sartlananlar rejenerasyona ¢ok daha yogun ve hizli bir
baslangi¢ yaptilar. Ancak muhtemelen bu, onlarin ikinci 24 saatte daha g¢abuk
tiilkenmelerine neden oldu. Ik 24 saatte gozlenen bu énemli farkin nedeni, in vivo
sartlanan noronlar ekim sirasinda ikinci bir aksotomiye wugrarken, digerlerinin
ugramamasi olabilir. Diger taraftan, in vitro sartlandirma sirasinda néronlar néron disi
hiicrelerin salgilarindan uzak kalirken, in vivo ortamda noéronlar bir yandan sartlanmay1
tesvik eden faktorlere, bir yandan da kisitlayanlara maruz kalmaktadir. Arka kok
ganglionlarinin bir biitiin olarak sartlandig1 ve ardindan ndronlarin ayrigtirilarak ekildigi
deneylerde in vivo sartlanan néronlarinkine benzer bir rejenerasyon hizinin gézlenmesi
(Sekil 4.74.) bu faktorlerin dolasim yoluyla gelmeyip, daha ¢ok lokal olarak iiretildigini

distindiirmektedir.

5.4. Periferik Sinir Salgilar1 Sartlandirmaya Katkida Bulunuyor

Siyatik sinir parcalariyla birlikte yapilan kokiiltlirler periferik sinirden salinan
faktorlerin akson rejenerasyonu iizerindeki etkilerine 151k tuttu. Bu konuda
vurgulanmasi gereken ilk gozlem, sartlanmamis siyatik parcalarinin oldukga sinirli bir
etki gostermesi ve etkinin yaklasik 12. saatten sonra ortaya ¢ikmasidir (Sekil 4.21.,
4.22.). Bu gecikmenin sebebi, denerve olan siyatik sinirde basta Schwann hiicreleri
olmak ftizere periferik sinir hiicrelerinin rejenerasyon moduna ge¢mek i¢in zamana

gereksinim duymalar1 olabilir (Fu ve Gordon, 1997). Sartlanmis sinir parcalar1 ise
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ozellikle rejenerasyon hizin1 oldukca arttirdi (Sekil 4.7.). Ancak ilk 24 saat icinde
gbzlenen hizdaki bu artis rejenerasyon aktivitesinde gézlenmedi (Sekil 4.8.). Bu, ancak
belli bir néron popiilasyonunun siyatik parcasindan salinan faktorlere cevap verdigi
anlamina gelebilir. Bu segici cevap, reseptor sayisindaki farkliliklara bagli olabilecegi
gibi, néronlarin rejenerasyon i¢in gerekli protein igeriklerinin farkli olmasina da baglh
olabilir. Sarth siyatik kokiiltiirlerinde ikinci 24 saatte rejenerasyon aktivitesinde de
anlamli artis olmasi bu siire i¢inde daha fazla néronun reseptdr sayisinda artis ya da

salgilanan faktorlere cevap verir hale gelmesini gostermektedir.

5.5. Ikinci Aksotomi (Test hasari) Deneyleri

Bu calismada in vivo sartlandirma etkisinin iki bileseni, sartlandirma hasar1 ve
test hasarinin her ikisinin birlikte taklit edilebilmesi igin deneyler yapildi. Oncelikle
ganglionlarin ¢ikarilmasi sirasinda ndronlarin sartlandirma hasarina maruz kaldiklar
varsayildi. Test hasar1 uygulamasi i¢in ise {i¢ ayri strateji uygulandi. Birincisinde bir
biitlin olarak sartlanan arka kok ganglionlar1 ekim icin mekanik ve enzimatik
ayrigtirmaya maruz birakildi ve bu siirecte ekimden hemen Once test hasarin1 da almis
oldular. “Iki hasar” kriteri agisindan in vivo sartlanmaya en ¢ok benzeyen deney
paradigmasi buydu ve gerek rejenerasyon hizi ve gerekse rejenerasyon aktivitesi
acisindan in vivo sartlanan néronlarinkine oldukg¢a benzer grafikler ortaya koydu (Sekil
4.74., 4.75.). Ikinci yontem, in vitro sartlanan ndronlarin ekimden bir siire sonra tripsin
ile kaldirilmalar1 ve tekrar ekilmeleri idi. Bu sirada akson uzatmis olan néronlarin
aksonlar1 koptu ve test hasarin1 almis oldular. Ancak bu modelde ilk ekimden itibaren
noronlarin akson uzatmak i¢in kaynaklarini kullanmalar ikinci kez ekildiklerinde bir
dezavantaj olabilirdi. Gergekten de tripsin aksotomi sonrasi hem rejenerasyon hizi ve
hem de rejenerasyon aktivitesi oldukga azald1 (Sekil 4.33., 4.34.). Uciincii yontem ise;
kiiltiirdeki ndronlarin uzayan aksonlarinin laser 1sin1 ile kesilerek test hasarlarinin
uygulanmasi oldu. Bu yontemin dezavantaji laser 1sin1 ile aksotomi olan her néronun
daha sonra takip edilerek analize dahil edilmesiydi. Oysa ki; in vivo sartlanmis
noronlardan ileri derecede hasarlanmis olanlar kiiltiire ekim asamasinda elenmekte, bu
noronlar kiiltiir kabinin tabanina yapismamaktadir. Boylece izlenen ndronlar sadece

rejenerasyon kapasitesine sahip saglikli ndronlar olacaktir. Nitekim laser aksotomisi
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sonrast gerek rejenerasyon hizi ve gerekse rejenerasyon aktivitesi oldukca diisiik bir
seyir izledi. Ancak bu deneylerle ilgili 6nemli bir 6zellik aksotomi uygulanan
noronlardan ancak kii¢iik bir yiizdesinin rejenerasyon yapmasiydi. Bu nedenle bu
gruplarin diger gruplarla karsilastirilmasi diisiik 6rnek sayis1 nedeniyle istatistik agidan
cok giivenilir sonuglar vermedi. Bu sorunu agmak icin laser aksotomisi yapilan gruplari
karsilagtirabilmek icin ikinci aksotomi sonrasi akson rejenerasyonu gosteren ndron
ylizdeleri esas alindi. Bu testler, sartlanmis siyatik sinir pargalarindan salinan faktorlerin
laser aksotomisi sonrasinda rejenerasyon ihtimalini anlamli derecede artirdigini ortaya

koydu (Sekil 4.130.).

5.6. LIF Sartlandirma EtKisi icin Cok Onemli Bir Faktor

Sartlandirma hasar etkisi, aksotomi sonucunda meydana gelen cesitli hiicresel
cevaplardan biridir. Genel olarak bu degisiklikleri ortaya ¢ikaran iki sinyal oldugu kabul
edilir. Bunlardan ilki, hasarla indiiklenen ve rejeneratif tepkiyi arttiran pozitif
sinyallerdir. ikincisi ise periferik hedeften kdken alan ve rejenerasyonu inhibe edici
etkiye sahip olan negatif sinyallerdir. Pozitif sinyale en iyi drneklerden biri de sitokin
ailesinden olan LIF’tir. Saglam sinir sisteminde heniiz varlig1 gosterilmemis olan LIF
mRNA’s1 aksotomiyi takiben hasar bolgesinde ndron dis1 hiicrelerde artar ve arka kok
ganglion hiicrelerine retrograd olarak tasinir (Banner ve Patterson, 1994; Curtis ve ark.,
1994; Sun ve Zigmond, 1996). Sitokinler ile ilgili genleri kusurlu olan farelerle yapilan
deneylerle sartlandirma hasar1 etkisi daha once ¢alisilmistir. LIF -/- fareden alinan arka
kok ganglion néronlarinin, bir sartlandirma hasar1 sonrasinda, hiicre kiiltiirlerinde akson
biiylimesinin kontrol grubu hayvanlarin noronlariyla karsilastirildiginda % 40 azaldigi
gozlenmistir (Cafferty ve ark., 2001). Sitokinler JAK-STAT ve MAPK yolaklarini
aktiflestiren gp130 reseptdr kompleksleri aracilifiyla sinyal iletimlerini gergeklestirirler
(Bauer ve ark., 2007). Bu bulguya gore yapilan bir ¢aligmalarda janus kinaz (JAK)
aktivitesi farmakolojik ajanlarla bloklandiktan sonra duyu noronlarinda sartlandirma
hasari ile artan akson uzamasinin azaldigi saptanmistir (Liu ve Snider, 2001; Qui ve ark.,
2005). Tim bu calismalar ve bu tez calismasinda goézlenen sartlandirilmis siyatik
pargalarindan salgilanan faktorlerin rejenerasyon iizerindeki olumlu etkiler yapmis

olmasi, LIF’in sartlanma etkisindeki roliiyle ilgili bir seri deney yapmay1 gerekli kildi.
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Bu deneylerde LIF, LIF bloklayic1 antikor (anti-LIF) ve LIF’le etkilesimli etkileri
oldugu bilinen NGF kullanildi.

5.7. LIF Aksotomi Sonrasi Noronlarda Sentezleniyor

Bu c¢aligmada yapilan ilk LIF deneyi, in vitro sartlandirma sirasinda LIF
aktivitesini bloklamak oldu. Ancak sonuglar olduk¢a sasirtict idi; anti-LIF varhi§inda
sartlanan ndronlar rejenerasyon hiz ve aktivitesinden bir sey kaybetmedikleri gibi (Sekil
4.48, 4.49), uzattiklar1 aksonlar ¢ok daha kalind1 (Sekil 4.132., 4.134.). Bu gozlemleri
aciklayabilmek amaciyla LIF ve LIF reseptorii immiinohistokimyasi yapildi ve bu
noronlarin oldukca yiiksek miktarda LIF igerdikleri goriildii (Sekil 4.136., 4.137., 4.138.,
4.139., 4.140.). Noronlarda endojen LIF {iretimi oluyor anlamina gelen bu sonug
literatiirde olmayan yeni bir bulgudur. Ardindan yapilan deneylerde herhangi bir faktor
olmadan in vitro sartlanan ndronlarda ve hatta kontrol kiiltiirlerindeki néronlarda dahi
LIF varhig1 gosterildi. Hayvanlardan ¢ikarilir ¢ikarilmaz tespit edilen arka kok ganglion
kesitlerinde oldukea diistik bir LIF seviyesi tespit edilirken, siyatik sinir kesisinden bir
saat sonra c¢ikarilan ganglionlarda dahi LIF seviyesi olduk¢a yiiksek bulundu. LIF
reseptor seviyesi de genellikle LIF seviyesiyle paralellik gosterdi; bunun tek istisnasi
kontrol kesitlerinde LIF reseptér immiinoreaktivitesinin LIF’inkinden goreceli olarak
daha yiiksek olmasiydi. Mevcut literatiire gére LIF sadece hasarlanan periferik sinir
bolgesinde iiretilir ve arka kok ganglion néronlarina retrograd olarak tasinir ki bu hasar
sonrast li¢lincli glinii bulur (Thompson ve ark., 1997). Bu calismadaki deneylerde
siyatik sinir kesisini takip eden bir saat i¢cinde LIF’in retrograd olarak noronlara
ulagmas1 miimkiin géziikmemektedir. Bu siire transkripsyon agsamasiyla birlikte yeni
LIF sentezi icin de olduk¢a kisadir. Bu nedenle LIF mRNA’sinin primer duyu
noronlarinda siirekli olarak iiretiliyor olmasi, hasar sonrasinda bunlarin hizla
translasyona ugramasi daha olas1 bir ihtimal olarak goriinmektedir.

Her ne kadar bu hipotez gozlemlerimizin bir kismini agiklasa, da digerleri
endojen LIF’in etkileri ve iiretiminin kontrolii ile ilgili daha karmasik mekanizmalarin
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Oncelikle anti-LIF’in néronlarin sartlanmasini etkilememesi, aksine daha kalin

aksonlara neden olmasi1 LIF’in hiicre disina salgilanip otokrin etki géstermesinin yani
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sira bazi aragtirmacilarin savundugu gibi reseptoriiyle bir endozom iginde bir araya
gelip hiicre i¢inde aktivasyon gdsteriyor olabilecegini akla getirmektedir (O'Brien ve
Nathanson, 2007). Boyle bir durumda kompleks negatif ve pozitif geri bildirim
mekanizmalarimin bulunmasi beklenebilir.

Tiim deney asamalarinda NGF’ye maruz birakilan ndronlarda, ekim sonrasi
oldukca yiiksek LIF immiinoreaktivitesi gozlendi. LIF ve NGF arasinda daha once
gosterilmis olan karsilikli iliski, en agik sekliyle galanin (GAL) ndropeptidinin gen
ifadesi {lizerinde karsimiza ¢ikmaktadir. Yetigkin hayvanlarda arka kok ganglion
ndronlarinda normal sartlarda galanin geninin ifadesi azdir; ancak aksotomi sonrasinda
artig gosterir. Daha 6nceki ¢alismalarda GAL gen ifadesini LIF’in arttirdigt NGF’nin ise
azalttig1 gosterilmistir (Thompson ve ark., 1998; Oztiirk ve Tonge, 2001). Galanin -/-
farede siyatik sinir hasarindan sonra rejenerasyonun yaklasik olarak 3 hafta boyunca
yavagladig1 gozlenmistir. Buna ek olarak, bu mutant farelerin kiiltiirli yapilan arka kok
ganglion noronlarinin akson bilylimesinin kontrol grubu farelerin ndronlartyla
karsilastirildiginda 6nemli miktarda az oldugu ve bu farkin da kiiltiir ortamina galanin
eklenerek ortadan kalktig1 saptanmistir (Holmes ve ark., 2000; Mahoney ve ark., 2003).
Bu 6zellikleriyle GAL’in, sartlanma etkisinin aktdrlerinden biri olmas1 beklenebilir. Bu
tez ¢aligmasinda NGF ile yapilan deneylerde LIF ve LIF reseptor seviyesindeki artigin
hiicre boyutuyla negatif korelasyonu oldugunu gozledik. Bunun anlami, NGF’nin,
yuksek affiniteli TrkA reseptorlerinin bulundugu kii¢iik noronlarda LIF seviyesinde
artisa neden olmasidir. Her ne kadar bu ¢alismada GAL ile ilgili deneyler yapilamamis
olsa da, tiim bu gozlemler ve literatiir 15181 altinda, stipekiilatif bir yaklasimla s6yle bir
hipotez kurmak miimkiindiir: Normal sartlar altinda periferik dokulardan taginan NGF,
GAL sentezini baskilar. Periferik sinir hasar1 sonras1 néronlara gelen NGF kesilirken,
heniiz bilinmeyen bir mekanizmayla néronda ani bir LIF sentezi baslar. Uretilen LIF
ekzositozla disartya salinir ve otokrin ve parakrin olarak etki gosterir. LIF bir yandan
kendisi néronun rejenerasyon kapasitesini arttirirken bir yandan da GAL yapiminm
uyarir. Hiicre iginde artan GAL ise LIF sentezini negatif geri bildirim ile simirlar.
Disaridan eklenen eksojen NGF, GAL sentezini inhibe ederek GAL’nin LIF iizerindeki
baskisini kaldirir, boylece hiicre i¢inde LIF seviyesi daha da artar (Sekil 5.1.).
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Ekzojon

Parifarik
sinir hasan

LIFR —LIF

Sekil 5.1. Primer duyu néronunda fizyolojik sartlarda ve hasar sonrasi LIF, NGF ve
GAL arasindaki hipotetik iligki.

5.8. LIF Akson Rejenerasyonunu Destekliyor

Gerek in vivo ve gerekse in vitro sartlandirma sirasinda ndronlarin yiiksek
miktarlarda endojen LIF {retmesi bu faktoriin sartlanmada anahtar rol oynadigini
diisiindiirmektedir. In vitro sartlanma sirasinda kiiltiir ortamina eksojen LIF ekleyerek
yapilan deneylerde rejenerasyon hiz ve aktivitesinde herhangi bir degisikligin meydana
gelmemesi (Sekil 4.36., 4.37.), sartlanma sirasinda ndronlarin tim reseptorlerini
doyuracak kadar LIF iiretebildiklerini gdstermektedir. Ote yandan diger bazi deneyler
kiltiir kabina ekimden sonra endojen LIF’in rejenerasyon i¢in ne derece Onemli
oldugunu ortaya koymustur. Noronlar sadece sartlanma sirasinda anti-LIF’e maruz
birakildiklarinda bu onlarin ekim sonrasi davraniglarini ¢ok az etkilerken (Sekil 4.48.,
4.49.), ekim sonras1 anti-LIF uygulamasi devam ettiginde hem rejenerasyon hizinin ve
hem de rejenerasyon aktivitesinin ¢ok diisiik seviyelere indigi gozlendi (Sekil 4.54.,
4.55.).

Bu sonuglar, in vivo ya da in vitro sartlanma sirasinda noronlarin biriktirdigi
LIF’in kiiltiir kabina ekimden sonra gozlenen rejenerasyon artisindan oncelikli olarak
sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

Eksojen LIF’in eklenmesi, sartlanmamis ndronlar iizerinde, sartlanmis ya da
sartlanmamis siyatik parcalarindan daha kuvvetli bir etki yapmistir (Sekil 4.94., 4.95.,
4.98.,4.99.).
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Bu calismada LIF’in bir baska etkisi akson kalinlig1 iizerinde gozlendi. In vitro
sartlanma sirasinda eksojen LIF ve anti-LIF’e maruz kalan hiicreler daha kalin akson
uzattilar. LIF’in bu etkisi bagka arastirmacilar tarafindan da gosterilmistir (Tham ve ark.,
1997; Oztiirk ve Tonge, 2001). Ancak ilging olan nokta, sartlanma sirasinda uygulanan
LIF’in rejenerasyon hiz ve aktivitesi ilizerine etkisi olmamasma ragmen, akson
kalinligin1 arttirmasidir. Anti-LIF’in LIF’e benzer etki gdstermesi ise daha ilging bir
sonugtur. Aslinda sekil 5.1.°de 06zetlenen hipotetik modelimiz bu gozlemi
aciklayabilmektedir. Buna gore; hiicre disina salinan LIF’in anti-LIF ile bloklanmasi
galanin tizerindeki uyarict etkiyi kaldirir, galanin seviyesinin diismesi ile endojen LIF
tiretimi iizerindeki inhibitor etki kalkar. Sartlanma sirasinda bol miktarda LIF depolayan
hiicreler ekim sonrasi bu faktoriin etkisiyle daha yogun bir rejenerasyon gosterirler. Bu
hipotezin en 6nemli sorunu, gerceklestirilen immiinohistokimyasal degerlendirmede
anti-LIF uygulamasmin hiicrelerde LIF artisini saglamadiginin gézlenmesidir. Bunun
bir aciklamasi, LIF sentezinin belki sadece transkripsyon asamasina kadar uyarilmasi
olabilir. Buna cevap in situ hibridizasyon teknigi ile verilebilir. Bir baska olasilik, bu
deneylerdeki muhtemel teknik hata pay1 olabilir ki; deney tekrar ile bu test edilmelidir.

Tim sartlanan noronlarin gosterdigi ortak bir 6zellik uzayan aksonlarin
yaptiklar1 dallanmalardaki azalma idi.  Bununla ilgili ipucuna literatiirde de
rastlanmakta (Ng ve ark., 2003) olup; fonksiyonel faydasi uzayan aksonlarin
dallanmayarak kaynak ve zaman tasarrufu yapmasi, bdylece hedef dokulara daha hizli

ulasmasi olabilir.

5.9. Sonu¢ ve Yorum

Tiim sonuclar bir arada degerlendirildiginde; bir periferik sinir hasar1 sonrasi
meydana gelen olaylar ve sartlandirma etkisi hakkinda sdyle bir senaryo kurulabilir:

Periferik sinir kesisi primer duyu ndronlarma giden NGF gibi hedef doku
kokenli faktorleri kesintiye ugratir. Bu, normal sartlarda baski altinda tutulan bir takim
faktorlerin sentezini (galanin?) serbestlestirir. Periferik sinir hasar1 ayni zamanda
ndronlarda zaten bol miktarda bulunan LIF transkriptinin hizli bir sekilde translasyona
girmesini ve hiicrelerin endojen LIF iiretmesini saglar. Uretilen LIF ekzositozla disart

salgilanir, otokrin ve parakrin olarak ndronlar {izerinde etki gosterir. Bu etkilerden biri
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LIF’in rejenerasyon icin gerekli protein sentezini uyarmasidir, bunlarin arasinda LIF’in
kendi iiretimini sinirlayacak olanlar da vardir (galanin?). Hasari takiben basta Schwann
hiicreleri olmak iizere periferik sinir hiicreleri mod degistirir ve yogun bir faktor
sentezleme ve salgilama faaliyetine girigirler. Bu faktorlerin arasinda LIF de vardir ve
hasarin yaklasik 3. giiniinde bu faktor retrograd olarak ndronlara taginmaya baslanir.
Boylece rejenerasyon moduna giren ndronlarin kaynaklarii LIF {iretmek i¢in kullanma
zorunluluklar1 kalmaz; yapisal proteinlerin sentezi daha 6n plana ¢ikar. Hasar sonrasi
hiicre i¢cinde LIF seviyesinin endojen yapim ya da periferik tagimayla yeterince yliksek
seviyeye ciktig1 herhangi bir zaman diliminde eger ikinci bir hasar gerceklesirse; zaten
tiim kaynaklariyla rejenerasyon moduna girmis olan néronlar ilkine gore daha hizli bir
akson uzamasimi destekleyebilirler ki; sartlandirma etkisi olarak adlandirilan fenomen
budur.

Bu 6zetlenen model, daha iyi anlasilmasi adina tek bir faktore, en 6nemli aktor
oldugunu diisiindiigiimiiz LIF’e indirgenmistir. Ancak olaylar zincirinde ¢ok daha fazla
faktoriin ve etkilesimin oldugu kesinlikle kabul edilmelidir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilen yeni deneysel modellerle, ¢cok farkl
kombinasyonlarda deneyler yapildi. Bu haliyle calismanin kendi alaninda oldukca
yenilik¢i bir arastirma yaklasimi getirdigini diisiiniiyoruz. Yapilan mevcut analiz,
karsilastirma ve yorumlar ancak ¢alismanin ana hatlarmi irdeleyebilmistir. Uzerinde
durulamayan daha pek ¢ok kombinasyonun her birinin bagli bagina bir aragtirma konusu

olabilecegi ve sartlandirma etkisi hakkinda yeni bilgiler verebilecegi diisiiniilmektedir.
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